Diversitet och tillväxtfrämjande egenskaper hos Stenotrophomonas-endofyter isolerade från Calliandra calothyrsus Meisn. rotknölar by Klingenberg, Daniela
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DIVERSITET OCH TILLVÄXTFRÄMJANDE EGENSKAPER HOS 
STENOTROPHOMONAS-ENDOFYTER ISOLERADE FRÅN 
CALLIANDRA CALOTHYRSUS MEISN. ROTKNÖLAR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
  Daniela Klingenberg 
   
  Magistersavhandling 
Institutionen för livsmedels- och 
miljövetenskaper 
Mikrobiologi 
Maj 2011 
 
   
  
HELSINGIN YLIOPISTO  HELSINGFORS UNIVERSITET  UNIVERSITY OF HELSINKI 
 
Tiedekunta/Osasto  Fakultet/Sektion  Faculty 
Agrikultur-forstvetenskapliga fakulteten 
Laitos  Institution  Department 
Institutionen för livsmedels- och miljövetenskaper 
Tekijä  Författare  Author 
Daniela Klingenberg 
Työn nimi  Arbetets titel  Title 
Diversitet och tillväxtfrämjande egenskaper hos Stenotrophomonas-endofyter isolerade från Calliandra 
calothyrsus Meisn. rotknölar. 
Oppiaine Läroämne  Subject 
Mikrobiologi 
Työn laji  Arbetets art  Level 
Magistersavhandling 
Aika  Datum  Month and year 
Maj 2011 
 
Sivumäärä  Sidoantal  Number of pages 
145 sidor 
 
Tiivistelmä  Referat  Abstract 
 
Bakteriesläktet Stenotrophomonas består av 12 arter. De existerar överallt i naturen, men speciellt S. 
maltophilia, S. rhizophila och S. pavanii är associerade med växter. Stammar av den mest 
förekommande arten, S. maltophilia, har konstaterats ha fördelaktiga effekter på växters tillväxt och 
hälsa, förmåga att bryta ner svårnerbrytbara föreningar samt producera biomolekyler av bioteknologiskt 
och ekonomiskt värde. Många S. maltophilia -stammar är även multiresistenta mot antibiotika och kan 
fungera som opportunistiska människopatogener. 
Under ett INCO-projekt (1998-2002) isolerades rhizobiestammar från det tropiska baljväxtträdet 
Calliandra calothyrsus Meisn. rotknölar från länder i Centralamerika, Afrika och Nya Kaledonien. 
Rhizobiekollektionen identifierades vid Kvävegruppen (Helsingfors universitet), där det framkom att en 
del stammar tillhörde släktet Stenotrophomonas. Många av Stenotrophomonas-stammarna inducerade i 
växtförsök vita, tumör- eller rotknölsliknande strukturer på Calliandra-plantors rötter. Bakterierna 
kunde förutom rotknölar även isoleras från ytsteriliserade rötter och stammar. Syftet med mitt arbete 
var att undersöka i) stammarnas arttillhörighet, ii) om stammarna har samma ursprung, iii) om det finns 
andra skillnader än koloniutseende mellan fasvariationer av samma stam, iv) har tillväxtfrämjande (eng. 
plant growth promoting, PGP) egenskaper eller annan fördelaktig inverkan på växter, och v) likt 
rhizobier har förmåga att inducera uppkomsten av rotknölar. 
För att kunna dra slutsatser om Stenotrophomonas-stammarnas geografiska ursprung undersöktes 
stammarnas genetiska diversitet och gruppering med AFLP-fingerprinting. Med hjälp av kommersiella 
API-test för bakterieidentifikation undersöktes skillnader mellan faserna vad beträffar enzymatiska 
egenskaper samt förmåga att använda olika kol- och energikällor. Stammarnas förmåga att infektera 
rothår och inducera rotknölar undersöktes både genom växtförsök med värdväxten Calliandra och 
genom PCR-amplifiering av stammarnas nodA- och nodC-gener för rotknölsbildning. Stammarnas 
PGP-aktivitet utreddes in vitro främst genom odlingsmetoder. Stenotrophomonas-bakteriernas inverkan 
in vivo på växternas tillväxt, kväveinnehåll och uppkomsten av rotknölar undersöktes genom 
växthusförsök med baljväxterna Phaseolus vulgaris och Galega orientalis. 
Både den genetiska och fenotypiska diversiteten hos Stenotrophomonas-stammarna var mycket 
liten, vilket indikerar att de har ett gemensamt ursprung. Stenotrophomonas-bakterierna fick till stånd 
förändringar i rothåren hos Calliandra-plantornas rötter och de ökade även mängden rothår. Däremot 
uppkom det inga rotknölar hos Calliandra-plantorna. Av de testade PGP-egenskaperna kunde 
stammarna producera IAA, proteas och lipas. De uppvisade även tillväxtfrämjande effekt på G. 
orientalis, både enskilt och vid saminokulering med R. galegae HAMBI 540 samt aktiverade effektiva 
rhizobiers rotknölsbildning hos P. vulgaris i växthus.  
Det krävs vidareforskning för att utreda vilka mekanismer de uppkomna positiva effekterna 
grundar sig på. Resultaten i detta arbete bekräftar dock tidigare forskningsresultat angående 
Stenotrophomonas-bakteriers positiva inverkan på växter. 
 
Avainsanat  Nyckelord  Keywords 
AFLP, Calliandra, endofyt, fasvariationer, rotknölsbildning, kvävefixering, PGP, Stenotrophomonas 
 
Säilytyspaikka  Förvaringsställe  Where deposited 
Avdelningen för mikrobiologi. 
 
Muita tietoja  Övriga uppgifter  Further information 
Handledare AFD Leena Räsänen och docent Kristina Lindström. 
 
  
HELSINGIN YLIOPISTO  HELSINGFORS UNIVERSITET  UNIVERSITY OF HELSINKI 
 
Tiedekunta/Osasto  Fakultet/Sektion  Faculty 
 
Faculty of Agriculture and Forestry 
Laitos  Institution  Department 
 
Department of Food and Environmental Sciences 
Tekijä  Författare  Author 
Daniela Klingenberg 
 
Työn nimi  Arbetets titel  Title 
Diversitet och tillväxtfrämjande egenskaper hos Stenotrophomonas-endofyter isolerade från Calliandra 
calothyrsus Meisn. rotknölar. 
 
Oppiaine Läroämne  Subject 
Microbiology 
 
Työn laji  Arbetets art  Level 
Master‟s thesis 
Aika  Datum  Month and year 
May 2011 
 
Sivumäärä  Sidoantal  Number of pages 
145 pages 
 
Tiivistelmä  Referat  Abstract 
 
The bacterial genus Stenotrophomonas comprises 12 species. They are widely found throughout the 
environment and particularly S. maltophilia, S. rhizophila and S. pavanii are closely associated with 
plants. Strains of the most common Stenotrophomonas species, S. maltophilia, promote plant growth and 
health, degrade natural and man-made pollutants and produce biomolecules of biotechnological and 
economical value. Many S. maltophilia –strains are also multidrug resistant and can act as opportunistic 
human pathogens. 
 During an INCO-project (1998-2002) rhizobia were collected from root nodules of the tropical 
leguminous tree Calliandra calothyrsus Meisn. from several countries in Central America, Africa and 
New Caledonia. The strains were identified by the N2-group (Helsinki university) and some strains 
turned out to be members of the genus Stenotrophomonas. Several Stenotrophomonas strains induced 
white tumor- or nodule-like structures on Calliandra‟s roots in plant experiments. The strains could, 
besides from root nodules, also be isolated from surface sterilized roots and stems. The purpose of my 
work was to investigate if the Stenotrophomonas strains i) belong to a new Stenotrophomonas species, ii) 
have the same origin, iii) if there are other differences than colony morphology between phase variations 
of the same strain, iv) have plant growth-promoting (PGP) activity or other advantageous effects on 
plants, and v) like rhizobia have ability to induce root nodule formation. 
The genetic diversity and clustering of the Stenotrophomonas strains were analyzed with AFLP 
fingerprinting to get indications about their geographical origin. Differences in enzymatic properties and 
ability to use different carbon and energy sources were tested between the two phases of each strain with 
commercial API tests for bacterial identification. The ability to infect root hairs and induce root nodule 
formation was investigated both using plant tests with the host plant Calliandra and PCR amplification 
of nodA and nodC genes for nodulation. The PGP activity of the strains was tested in vitro mainly with 
plate methods. The impact on growth, nitrogen content and nodulation in vivo was investigated through 
greenhouse experiments with the legumes Phaseolus vulgaris and Galega orientalis.  
 Both the genetic and phenotypic diversity among the Stenotrophomonas strains was small, 
which proposes that they have the same origin. The strains brought about changes on the root hairs of 
Calliandra and they also increased the amount of root hairs. However, no root nodules were detected. 
The strains produced IAA, protease and lipase in vitro. They also showed plant a growth-promoting 
effect on G. orientalis, both alone and together with R. galegae HAMBI 540, and also activated 
nodulation among efficient rhizobia on P. vulgaris in greenhouse.  
It requires further research to get a better picture about the mechanisms behind the positive 
effects. The results in this thesis, however, confirm earlier studies concerning Stenotrophomonas positive 
impact on plants. 
 
 
 
Avainsanat  Nyckelord  Keywords 
AFLP, Calliandra, endophyte, phase variation, nodulation, nitrogen fixation, PGP, Stenotrophomonas 
 
Säilytyspaikka  Förvaringsställe  Where deposited 
Division of Microbiology. 
 
Muita tietoja  Övriga uppgifter  Further information 
Supervisors Dr. Leena Räsänen and Doc. Kristina Lindström. 
 
  
FÖRKORTNINGAR 
 
 
ACC 1-amino-cyklopropan-1-karboxylsyra  
AFLP  Amplified Fragment Length Polymorphism (eng.) 
BD  Brown & Dilworth –medium 
BOX-PCR  BOX-A1R-based repetitive extragenic palindromic-PCR (eng.) 
CAS  Chrome Azurol S 
CMC  karboxymetylcellulosa 
DF  Dworkin & Foster -medium 
ECFP   Enhanced Cyan Fluorescent Protein (eng.) 
ERIC-PCR   Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus –PCR (eng.) 
EYFP  Enhanced Yellow Fluorescent Protein (eng.) 
FISH Fluorescent in situ Hybridization (eng.) 
FITC Fluorescein Isothiocyanate (eng.) 
GFP Green Fluorescent Protein (eng.) 
HAMBI Helsingfors universitets mikrobiologiska mikrobsamling  
IAA indol-3-ättiksyra  
INCO International Cooperation – Research for Development 
ISR systemiskt inducerad resistens 
ITS Internally Transcribed Sequence (eng.)  
LB Luria-Bertani-medium 
MDS Multi-Dimensional Scaling (eng.) 
PCR polymeraskedjereaktion 
PFGE Pulsed Field Gel Electrophoresis (eng.) 
PGP tillväxtfrämjande på växter (eng. Plant Growth-Promoting) 
REP-PCR Repetitive Sequence-Based PCR (eng.) 
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism (eng.)  
TY trypton jästextrakt 
UPGMA Unweighed Pair Group Method with Averages (eng.) 
VBNC Viable But Not Culturable (eng.) 
VOC Volatile Organic Compound (eng.) 
YEM jästextrakt mannitol 
X-glucA 5-brom-4-klor-3-indolyl-β-D-glukuronsyra 
 
  
INNEHÅLLSFÖRTECKNING 
 
 
ABSTRAKT 
FÖRKORTNINGAR 
1 FÖRORD ............................................................................................................................ 9 
2 LITTERATURÖVERSIKT ............................................................................................ 10 
2.1 Endofyter ....................................................................................................................... 10 
2.1.1 Rhizosfären – endofyternas ursprung ............................................................................. 10 
2.1.2 Kolonisering av rhizosfären och ytan av växtroten ................................................... 11 
Kommunikation mellan växter och bakterier genom rotexkret ....................................................... 11 
Rhizosfärkompetens ............................................................................................................................................. 12 
2.1.3 Endofytiska bakteriers kolonisering av växter ............................................................ 13 
Olika typer av endofyter och deras koloniseringssätt ........................................................................... 13 
Kompetenta endofyters aktiva kolonisering av rötter .......................................................................... 15 
Förflyttning inuti värdväxten............................................................................................................................ 15 
2.1.4 Viktiga faktorer vid kolonisering av endosfären ........................................................ 16 
2.1.5 Diversiteten hos bakterieendofyter ................................................................................. 16 
Identifiering av äkta endofyter ........................................................................................................................ 17 
Faktorer som inverkar på endofytsamhällen i växter ........................................................................... 19 
2.1.6 Mekanismer för främjad tillväxt hos växter .................................................................. 19 
2.1.7 Ökad tillgång till fosfor och järn ......................................................................................... 20 
2.1.8 Produktion av växthormoner .............................................................................................. 21 
2.1.9 Biologisk kontroll av växtsjukdomar ............................................................................... 22 
2.1.10 Kvävefixering ........................................................................................................................ 23 
Associativa diazotrofer ........................................................................................................................................ 24 
2.1.11 Symbiotiska kvävefixerande bakterier ...................................................................... 25 
2.1.12 Stimulering av värdväxtens symbiotiska förhållanden ...................................... 27 
2.1.13 Produktion och användning av ymper med PGP-bakterier .............................. 28 
2.2 Användning av markörgener i undersökning av växt-bakterie-
förhållanden .................................................................................................................................... 30 
2.2.1 Autofluorescerande proteiner som markörgener ...................................................... 31 
2.2.2 gusA-markörgenen .................................................................................................................. 32 
2.3 Släktet Stenotrophomonas ...................................................................................... 32 
2.3.1 Beskrivna Stenotrophomonas-arter .................................................................................. 33 
2.3.2 Stenotrophomonas associationer med växter ............................................................... 34 
Faktorer involverade i Stenotrophomonas kolonisering av växter .................................................. 35 
Egenskaper hos bakterierna som direkt inverkar på växters tillväxt ............................................ 36 
  
Bakteriernas förmåga att skydda växter mot fytopatogener ............................................................. 36 
2.3.3 Bakteriernas potential inom bio- och fytoremediering ........................................... 38 
2.3.4 Produkter av bioteknologiskt och ekonomiskt värde ............................................... 38 
2.3.5 Växtassocierade bakterier som potentiella människopatogener ........................ 39 
S. maltophilia: både multiresistent rhizosfärbakterie och patogen ................................................. 39 
Bergänsningar i användningen av ymper med endofytiska bakterier ........................................... 41 
2.4 Baljväxtträdet Calliandra calothyrsus Meisn. .................................................. 41 
2.4.1 Växtens biologi och ekologi ................................................................................................. 42 
2.4.2 Calliandra – ett kvävefixerande träd ................................................................................ 43 
2.4.3 Calliandras användningsområden .................................................................................... 44 
3 BAKGRUNDEN TILL MITT PRO GRADU –ARBETE ............................................ 46 
3.1 Isoleringen av rhizobiesymbionter från Calliandras rotknölar ................ 46 
3.2 Identifiering av Stenotrophomonas-stammarna och deras egenskaper 47 
4 ARBETETS SYFTE OCH FRÅGESTÄLLNINGAR ................................................... 49 
5 MATERIAL OCH METODER ...................................................................................... 51 
5.1 Bakteriestammar ....................................................................................................... 51 
5.1.1 Odling och långtidsförvaring av stammarna ................................................................ 52 
5.2 Molekylärbiologiska metoder ............................................................................... 55 
5.2.1 PCR-amplifiering och sekvensering av PCR-produkter ........................................... 55 
Analysering och fotografering av PCR-produkter ................................................................................... 57 
5.2.2 Koloni-PCR .................................................................................................................................. 57 
5.2.3 RFLP-analys ................................................................................................................................ 58 
5.2.4 AFLP-analys av hela genom ................................................................................................. 58 
Restriktions- och ligeringsreaktion................................................................................................................ 59 
AFLP-PCR-amplifiering ........................................................................................................................................ 60 
Kapillärelektrofores .............................................................................................................................................. 60 
Analys av de uppkomna AFLP-profilerna .................................................................................................... 61 
5.2.5 Märkning av Stenotrophomonas-stammarna med fluorescerande 
markörgener och gusA ........................................................................................................................... 61 
Bedömning av donor- och recipientstammarnas antibiotikakänslighet ....................................... 62 
Konjugation och selektion av transkonjuganterna ................................................................................. 63 
Detektion av fluorescens hos donorstammarna ...................................................................................... 64 
5.3 Enzymatiska och biokemiska test ........................................................................ 67 
5.4 Sållning av stammarnas PGP-egenskaper ......................................................... 67 
5.4.1 Produktion av cellulaser ....................................................................................................... 67 
5.4.2 Proteas- och lipasaktivitet .................................................................................................... 68 
5.4.3 Produktion av sideroforer .................................................................................................... 68 
5.4.4 Frigörning av olösliga fosfater ............................................................................................ 68 
  
5.4.5 Produktion av IAA .................................................................................................................... 69 
5.4.6 ACC-deaminasaktivitet .......................................................................................................... 69 
5.5 Växtförsök ..................................................................................................................... 70 
5.5.1 Växtförsök i växthus ............................................................................................................... 70 
Värdväxter och behandlingar ........................................................................................................................... 70 
Bakterieymper ......................................................................................................................................................... 70 
Sterilisering och plantering av frön ............................................................................................................... 71 
Växthusförhållanden............................................................................................................................................. 72 
Torrvikt ....................................................................................................................................................................... 72 
Identifiering av de ympade stammarna ur ytsteriliserade rotknölar ............................................. 72 
Stammarnas och rötternas kvävehalt ........................................................................................................... 73 
5.5.2 Växtförsök i koloniseringsrör ............................................................................................. 73 
Behandlingar ............................................................................................................................................................ 73 
Inokulering av förgrodda frön och odling av växterna .......................................................................... 74 
Färgning av rötterna för mikroskopiering .................................................................................................. 75 
5.6 Statistiska analyser ................................................................................................... 75 
6 RESULTAT ..................................................................................................................... 75 
6.1 Stenotrophomonas-stammarnas genetiska diversitet .................................. 75 
6.1.1 Diversiteten baserad på AFLP-analys av hela genom ............................................... 75 
6.1.2 Stenotrophomonas-stammarna skiljer sig från S. rhizophila .................................. 78 
6.2 Stenotrophomonas-stammarnas koloniutseende ........................................... 79 
6.3 Fysiologiska och biokemiska egenskaper hos Stenotrophomonas-
stammarna ....................................................................................................................................... 80 
6.3.1 Skillnader i biokemiska egenskaper mellan fasvariationer av samma stam... 80 
6.3.2 Likheter mellan de ur Calliandra isolerade Stenotrophomonas-stammarna och 
andra Stenotrophomonas-arter .......................................................................................................... 83 
6.4 Stenotrophomonas-stammarnas förmåga att inducera uppkomsten av 
rotknölar .......................................................................................................................................... 85 
6.4.1 Förekomsten av gener för rotknölsbildning och kvävefixering ........................... 85 
6.4.2 Stenotrophomonas-stammarnas effekt på värdväxten Calliandra calothyrsus
 88 
6.5 Märkningsförsök med fluorescerande markörgener och gusA ................ 90 
6.6 Stenotrophomonas-stammarnas tillväxtfrämjande PGP-aktiviteter ....... 91 
6.7 Stenotrophomonas-stammarnas inverkan på baljväxters tillväxt och 
rotknölsbildning i växthus ......................................................................................................... 92 
6.7.1 Skottens och rötternas torrvikt .......................................................................................... 94 
6.7.2 Uppkomsten av rotknölar hos getärt (Galega orientalis) och buskböna 
(Phaseolus vulgaris) ................................................................................................................................ 96 
  
6.7.3 Skottens och rötternas kvävehalt ................................................................................... 101 
7 DISKUSSION ................................................................................................................ 103 
7.1 Stenotrophomonas-stammarnas diversitet och geografiska ursprung 103 
7.2 Är Stenotrophomonas-stammarna från Calliandra nära besläktade med 
S. maltophilia? .............................................................................................................................. 106 
7.3 Fasvariationer hos Stenotrophomonas-stammarna ................................... 109 
7.4 Mysteriet angående Stenotrophomonas-stammarnas förmåga att 
inducera rotknölar .................................................................................................................... 111 
7.4.1 Stenotrophomonas-stammarnas inverkan på C. calothyrsus rothår ................. 112 
7.4.2 Rhizobiumlika gener för rotknölsbildning ................................................................. 113 
7.5 Stenotrophomonas-stammarna tillväxtfrämjande egenskaper in vitro
 114 
7.6 Stenotrophomonas-stammarnas PGP-aktivitet in vivo .............................. 116 
8 SLUTSATSER ............................................................................................................... 118 
KÄLLOR .............................................................................................................................................. 121 
BILAGA 1: MEDIER ......................................................................................................................... 137 
BILAGA 2: REAGENSER ................................................................................................................ 143 
BILAGA 3: PCR-PROGRAM .......................................................................................................... 144 
 
 
 
 
 
 
 
 
9 
 
1 FÖRORD 
 
Mitt pro gradu -arbete utfördes i Kvävegruppen vid Institutionen för tillämpad kemi och 
mikrobiologi vid Helsingfors universitet under år 2009. Som handledare fungerade 
AFD Leena Räsänen och docent Kristina Lindström.  
Arbetet var en fortsättning på tidigare undersökningar kring stammar av släktet 
Stenotrophomonas, vilka påbörjades under ett fyraårigt EU-finansierat INCO-projekt 
(International Cooperation – Research for Development) med syftet att undersöka och 
utnyttja biodiversiteten hos den tropiska baljväxten Calliandra calothyrsus Meisn. 
mikrobsymbionter (EU Project No. IC18-CT97-0194). Målet för INCO-projektet var att 
optimera foderproduktionen hos Calliandra på små jordbruk i fuktiga delar av 
Centralamerika och Afrika genom ympning med effektiva rhizobie- och/eller 
mykorrhizastammar (Ibrahim m.fl. 1996, Lesueur m.fl. 1996, Bala m.fl. 2001). Arbetet 
under åren 1998-2002 gick ut på att isolera potentiellt effektiva rhizobie- och 
mykorrhizasymbionter, att undersöka de isolerade stammarnas inverkan på växternas 
tillväxt och att utveckla produktionen och kvalitén hos kommersiella ymper (Pottinger 
& Lesueur 2003). 
Koordinatorn för projektet var Dr. Didier Lesueur vid Tropical Soil Biology and 
Fertility Institute of CIAT (International Center for Tropical Agriculture) i Senegal. 
Med projektet samarbetade Institutionen för tillämpad kemi och mikrobiologi samt 
Institutet för bioteknologi vid Helsingfors universitet, Centro de Ciencias Genómicas i 
Mexico och CIRAD-Foret Tropical Soil Biology and Fertility Institute (TSBF) i Kenya. 
AFD Leena Räsänen och M.Sc. Aneta Dresler-Nurmi vid Institutionen för tillämpad 
kemi och mikrobiologi deltog i projektet med att identifiera rhizobiekollektionen under 
ledning av Kvävegruppens ledare, docent Kristina Lindström. 16S-rRNA-RFLP- och 
ITS-RFLP-analyser av Stenotrophomonas-stammarna gjordes under vidareforskning av 
M.Sc. Gülhan Tunç, medan AFLP-fingerprinting och växtförsök med Calliandra som 
ympats med Stenotrophomonas-stammar gjordes av AFD Leena Räsänen.  
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2 LITTERATURÖVERSIKT 
 
2.1 Endofyter 
 
En del bakterier kan tränga in i växter utan att skada dem. Detta upptäcktes redan år 
1887 av Victor Galippe, medan andra forskare under samma tid, bl.a. Louis Pasteur, 
ansåg att friska växter var fria från mikroorganismer. Under det senaste decenniet har 
det dock upprepade gånger konstaterats att insidan av växter, endosfären, koloniseras av 
flertalet olika endofytiska mikroorganismer (Hardoim m.fl. 2008, Compant m.fl. 2010). 
Endofytiska bakterier definieras som bakterier som kan isoleras ur ytsteriliserade 
växtvävnader eller extraheras från inuti växten och som inte synligt skadar värdväxten. 
Denna definition innefattar såväl endofyter, med till synes neutral inverkan på växten, 
som symbionter (Hallman m.fl. 1997). 
Endofyter koloniserar i växters inre delar främst intercellulära områden och 
ledningssträngar och de har isolerats ur olika växtorgan, såsom rötter, stammar, löv, 
blommor, frukter och frön (Rosenblueth & Martínez-Romero 2006, Compant m.fl. 
2010). I denna litteraturöversikt behandlar jag endast endofytiska bakterier som 
koloniserar rötter och, i enlighet med definitionen för endofyter, betraktar jag även 
rhizobier, dvs. rotknölsbakterier, som endofytiska bakterier. Tillsvidare är många frågor 
kring bland annat endofyternas ekologi och funktion obesvarade. Man vet dock att 
många endofyter kan ha tillväxtfrämjande effekt på värdväxten och att växter eventuellt 
gagnas mer av endofyter än av bakterier i rhizosfären (Hardoim m.fl. 2008, Compant 
m.fl. 2010), vilket är orsaken till dagens omfattande forskning kring dessa bakterier. 
 
2.1.1 Rhizosfären – endofyternas ursprung 
Rhizosfären, som är den del av jordmånen som existerar närmast växtrötterna (ungefär 
på en millimeters avstånd) och som påverkas av dessa, och rhizoplanen, dvs. rotytan, är 
fulla av mikrobaktivitet på grund av de föreningar som utsöndras av rötterna. 
Rhizosfärbakterier kan vara harmlösa eller ha negativ inverkan på växters tillväxt, 
medan andra är till nytta för värdväxten. De tillväxtfrämjande, s.k. “plant growth-
promoting” (eng., PGP), rhizosfärbakterierna kan stimulera värdväxtens tillväxt, öka 
skörden, samt minska på abiotisk eller biotisk stress hos växten och även risken för 
patogeninfektion. 
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Endofyter härstammar huvudsakligen från rhizosfären. De representerar en 
specifik grupp av rhizosfärbakterierna, som utöver kolonisering av rhizosfären och 
rhizoplanen har förmåga att tränga in i växter och kolonisera inre växtvävnader 
(Compant m.fl. 2010). Förmågan att kolonisera inre växtvävnader ger endofyter en 
ekologisk fördel i jämförelse med bakterier som endast kan kolonisera yttre delar av 
roten. Värdväxten förser endofyterna med näringsämnen och de inre växtvävnaderna 
erbjuder en uniform och skyddande miljö mot både abiotiska och biotiska stressfaktorer, 
såsom temperatur, pH, osmotisk potential, UV-strålning samt konkurrens och predation 
(Lodewyckx m.fl. 2002, Hardoim m.fl. 2008). Eftersom endofyterna för att kunna 
tränga in i växter först måste kolonisera rhizosfären och rhizoplanen, beskriver jag även 
förhållandena i rhizosfären och faktorer som gör bakterier rhizosfärkompetenta.  
 
2.1.2 Kolonisering av rhizosfären och ytan av växtroten  
Växter syntetiserar en stor mängd olika kolföreningar med hjälp av energi från solljuset. 
Upp till 40 % av de fotosyntetiserade föreningarna lokaliseras till rotytan och utsöndras 
till rhizosfären. Dessa aminosyror, fettsyror, nukleotider, organiska syror, steroler, 
sockerarter och vitaminer gör växter attraktiva för mikrober, eftersom de fungerar som 
kol-, kväve- och energikällor för heterotrofa bakterier. Rhizosfären och rhizoplanen är 
därför rikare på bakterier än den omgivande jorden. Populationstätheten i rhizosfären 
har uppmätts till ungefär 10
7
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 cfu/g jord, medan storleken på populationer på rotytan 
varierar mellan 10
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cfu/g färskvikt. Rötternas omgivning koloniseras inte på ett 
enhetligt sätt, utan förhållandena i jorden inverkar på dess bakteriesamhällen och 
således också på sammansättningen av rhizosfärbakterier. Olika faktorer, såsom 
varierande rotexkret, kommunikation mellan bakterier samt egenskaper hos 
rhizosfärbakterierna, inverkar på koloniseringen av rhizosfären (Hardoim m.fl. 2008, 
Lugtenberg & Kamilova 2009, Compant m.fl. 2010). 
 
Kommunikation mellan växter och bakterier genom rotexkret 
Vid koloniseringen av rhizosfären och rhizoplanen spelar kommunikationen mellan 
bakterierna och växten en huvudroll. Koloniseringsprocessen börjar ofta med att 
bakterier känner igen specifika föreningar som utsöndras ur roten eller av växtslem, som 
består av hydrerade polysackarider som lossnar från rotytan. Genom dessa föreningar 
kommunicerar växten samtidigt med både fördelaktiga och skadliga rhizosfärbakterier, 
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svampar och andra markorganismer. Vilka näringsämnen som förekommer i rhizosfären 
kring specifika växarter och hur mikrober använder sig av dem som föda finns det dock 
relativt lite kännedom om (Hardoim m.fl. 2008, Lugtenberg & Kamilova 2009). 
Variationer i rotexkretet påverkar sammansättningen av rhizosfärbakterier. 
Sammansättningen och koncentrationen av exkretet är däremot beroende av växt- och 
jordmånsspecifika faktorer och varierar även i fråga om rotdel. Områden kring rothåren 
utsöndrar stora mängder föreningar i jämförelse med områden vid rotspetsarna 
(Hardoim m.fl. 2008, Compant m.fl. 2010). 
Kemotaxis, vilket betyder rörelse med hjälp av en eller flera flageller mot eller 
ifrån en ökande koncentration av en kemisk förening, är av stor betydelse för 
konkurrensen mellan bakterier om rötternas utsöndringar. Föreningarna kan samtidigt 
fungera både som attraktanter och repellenter för bakterier (Hardoim m.fl. 2008, 
Compant m.fl. 2010). Till exempel växtslem av majs attraherade stammar av 
Azospirillium spp., medan samma slem förhindrade kolonisering av Pseudomonas 
fluorescens. Organiska syror utsöndrade av tomat attraherade P. fluorescens, medan 
kolhydrater och aminosyror attraherade Corynebacterium flavescens och Bacillus 
pumilus till ris (De Weert m.fl. 2002, Bacilio m.fl. 2003). Skillnader hos föreningar som 
attraherar bakterier kan förklaras med skillnader i olika bakteriers näringsbehov 
(Hardoim m.fl. 2008).  
Växter kan möjligen specifikt attrahera mikrober till deras egen ekologiska 
fördel. Till exempel Arabidopsis thaliana hade förmåga att attrahera specifika, 
skyddande rhizosfärbakterier genom att ändra på rotexkretet när dess organ infekterats 
av en växtpatogen (Rudrappa m.fl. 2008). Flavonoider har en speciellt viktig roll vid 
specifika igenkänningsprocesser mellan baljväxter och rhizobier (Compant m.fl. 2010).  
  
 Rhizosfärkompetens  
Eftersom rotexkretet lockar en stor diversitet av olika mikroorganismer, måste 
rhizosfärbakterierna vara rhizosfärkompetenta, dvs. konkurrenskraftiga för att 
framgångsrikt kunna kolonisera rhizosfären och rhizoplanen. Egenskaper som ger 
konkurrensfördel är hög tillväxthastighet på rotexkretet och produktion av 
sekundärmetaboliter, såsom sideroforer, lytiska enzymer och antibiotika (t.ex. 
vätecyanid, oomycin A, phenazine, pyrrolnitrin och xantobaccin). Rhizosfärkompetenta 
bakteriestammar kan utsöndra en eller flera av dessa metaboliter, vilket ger dem 
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konkurrensfördel i tävlan med andra rhizosfärorganismer och växtpatogener (Compant 
m.fl. 2010). 
Kommunikation mellan bakterier genom signalmolekyler (s.k. quorum sensing) 
är involverad i koloniseringsprocessen. Bakterierna använder quorum sensing för att 
koordinera beteenden i rhizosfären som är beroende av bakteripopulationens densitet, 
såsom produktion av antibiotika och biofilmer. Bakterierna kan genom koncentrationen 
av signalmolekyler känna av när populationstätheten är tillräckligt hög för en aktiverad 
transkription av vissa gener. Det är tydligt att rhizosfärkompetenta bakterier utnyttjar en 
rad olika mekanismer, antingen enskilt eller i kombination, för att framgångsrikt kunna 
kolonisera områden kring och på rotsystem (Rosenblueth & Martínez-Romero 2006, 
Lugtenberg & Kamilova 2009, Compant m.fl. 2010). 
 
2.1.3 Endofytiska bakteriers kolonisering av växter 
De rhizosfärbakterier som har förmåga att tränga in i växter och kolonisera inre 
växtvävnader kan delas in i olika typer av endofyter på basen av deras 
koloniseringsbeteende. Endast kompetenta endofyter har förmåga att aktivt tränga in i 
växter. 
 
 Olika typer av endofyter och deras koloniseringssätt  
Endofytiska bakterier kan indelas i obligata och fakultativa (Hardoim m.fl. 2008). 
Obligata endofyter är beroende av värdväxten för sin tillväxt och överlevnad, och 
spridningen till andra växter sker främst med hjälp av vektorer. Växtpatogenen Xylella 
fastidiosa är ett exempel på en obligat endofyt, eftersom även icke-virulenta och latenta 
former av växtpatogener betraktas som endofyter (Hardoim m.fl. 2008, Rothballer m.fl. 
2009). Fakultativa endofyter alternerar mellan värdväxten och omgivningen, som främst 
utgörs av jordmånen utanför växten. Dessa kan ännu indelas i endofyter som invaderar 
rötter som medpassagerare samt i opportunistiska och kompetenta endofyter (Bild 1). 
Rhizobiers kolonisering av baljväxter behandlas senare i texten. 
Bakterier från den omgivande jordmånen kan komma in i växter av en slump 
genom att tränga in i skadade delar av roten eller genom att följa nematoder eller 
mykorrhizasvampar. Dessa medpassagerare saknar nödvändiga gener för effektiv 
kolonisering och infektion samt är ofta begränsade till rotens cortex. För majoriteten av 
rhizosfärbakterierna förblir både växtens inre och yttre delar dock otillgängliga på grund 
14 
 
av de antimikrobiska ämnen (bland annat benzoxazinon, flavonoider och 
isoflavonoider) som produceras av växten och fram för allt dess rötter (Hardoim m.fl. 
2008, Lugtenberg & Kamilova 2009). 
Opportunistiska endofyter kan tillfälligt tränga in i rotvävnad. Trots att 
bakterierna saknar de flesta nyckelgener som krävs för framgångsrik kolonisering av 
växter, har de egenskaper för att kolonisera rhizoplanen och för att invadera inre 
växtvävnader vid rotspetsen och genom sprickor som bildats vid rotförgreningar eller 
som åstadkommits av fytopatogener eller växtätande markorganismer. Opportunistiska 
endofyter är dock begränsade till särskilda delar av roten, som till exempel cortex 
(Hardoim m.fl. 2008).  
 
 
 
Bild 1. Olika typer av endofyter och deras kolonisering av roten. Medpassagerare (röda celler), 
som kan tränga in i roten t.ex. genom skador eller genom att följa nematoder, blir endofyter av 
en slump och är begränsade till rotens cortex. Opportunistiska endofyter (blåa celler) kan 
kolonisera rhizoplanen och invadera växtvävnader genom sprickor vid rotförgreningar och 
rotspetsen. Även dessa endofyter är begränsade till vissa delar av roten. Kompetenta endofyter 
(gula celler) bildar biofilmer på rotytan och producerar enzymer som bryter ner cellväggen. 
Dessa endofyter är välanpassade för ett liv inuti växten och kan spridas t.ex. med hjälp av 
ledningssträngar. Bild modifierad från Hardoim, m.fl. (2008). 
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Kompetenta endofyters aktiva kolonisering av rötter 
Kompetenta endofyter har specifika mekanismer för aktiv kolonisering av endosfären, 
men för att kunna tränga in i växten måste de först kolonisera rhizoplanen. De fäster sig 
på ytan av roten, först som enskilda celler och därefter parvis. Slutligen bildar de 
mikrokolonier eller biofilmer för att kunna tränga in i växten. Adhesion till roten samt 
produktionen av cellulolytiska och pektinolytiska enzymer, som bryter ner 
växtcellväggen, spelar en viktig roll i invasionsprocessen. Sprickor som bildats vid 
rotförgreningar är dock troligen det huvudsakliga stället för intrång även bland 
kompetenta endofyter (Compant m.fl. 2010). Även om majoriteten av endofyterna har 
sitt ursprung i rhizosfären, kan de också härstamma från blad, stammar och frön 
(Compant m.fl. 2005). 
De kompetenta endofyterna är välanpassade till förhållandena inuti växten och 
har, i motsats till opportunistiska endofyter, förmåga att invadera specifika 
växtvävnader samt spridas inuti växten och snabbt uppnå höga koncentrationer, t.o.m. 
10
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 celler/g rotvävnad (torrvikt) (Rosenblueth & Martínez-Romero 2006, Hardoim m.fl. 
2008).  
 
 Förflyttning inuti värdväxten 
När kompetenta endofyter har trängt in i roten induceras gener som är nödvändiga för 
livsstadiet inuti växten. Produktionen av endoglukanaser, som bryter ner cellulosa, och 
endopolygalakturonidaser, som bryter ner pektiska polymerer, förefaller vara nödvändig 
för spridningen inuti värdväxten. Den vanligaste spridningsrutten för kompetenta 
endofyter antas vara växtens ledningssträngar. Ledningssträngarna är öppna kanaler, där 
bakterier kan röra sig med hjälp av flageller eller med strömmen av växtens 
transpiration. En del endofyter koloniserar däremot näringsrika intercellulära områden 
och använder dessa för att spridas inuti växten. Man vet inte med säkerhet ifall andra 
endofyter än rhizobier har förmåga att leva intracellulärt, men icke-rhizobiska endofyter 
har även isolerats ur baljväxternas rotknölar (Vessey 2003, Rosenblueth & Martínez-
Romero 2006, Compant m.fl. 2010). 
 Kompetenta endofyter som koloniserar inre växtvävnader och aktivt förflyttar 
sig mot ledningssträngar inducerar försvarsmekanismer hos värdväxten. Denna kan 
reagera genom att bl.a. förstärka cellväggarna och bilda gummi i ledningssträngarna för 
att försvåra bakteriernas spridning inuti växten. Växten kan även kontrollera och 
begränsa kolonisering genom signalsubstanser, såsom salicylsyra, etylen och 
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jasmonsyra (Compant m.fl. 2010). Majs och ris producerade även antimikrobiska 
peptider (Duvick m.fl. 1992). Endast ett fåtal försvarsreaktioner mot endofyter har dock 
observerats, till skillnad från de reaktioner som växtpatogener framkallar hos växter 
(Compant m.fl. 2010). 
Koloniseringen av endofyter verkar även kunna modifiera induceringen av 
växtgener. Genom att studera mRNA från sockerrör efter inokulering av 
Gluconacetobacter diazotrophicus och Herbaspirillum rubrisubalbicans upptäckte man 
en aktivering av växtens gener för kväveassimilering, kolmetabolism, tillväxt och 
försvar (de Matos Nogueira m.fl. 2001). 
 
2.1.4 Viktiga faktorer vid kolonisering av endosfären 
Utöver adhesion till roten och cellväggsnerbrytande enzymer krävs det även andra 
egenskaper hos kompetenta endofyter för att framgångsrikt kunna kolonisera 
endosfären. Förmågan att syntetisera aminosyror, B1-vitamin, NADH-dehydrogenas I, 
lipopolysackarider (LPS), fimbrier samt rörlighet med flageller och s.k. twitching 
motility (eng.), som är en form av förflyttning med hjälp av en polär pilus, har 
rapporterats vara involverade i endofyters kolonisering av rötter. Utöver dessa har även 
proteiner i yttre membranen och agglutinin, typ IV pili och recombinasenzymer 
involverade i fasvariation konstaterats spela en viktig roll (Compant m.fl., 2010). 
Fasvariation är en process där bakterier genomgår fenotypiska förändringar till följd av 
strukturella förändringar på DNA-nivå (Dutta och Podile 2010). Fenomenet används för 
att åstadkomma diversitet inom populationen. Bland växtassocierade bakterier kan 
fasvariation inverka på produktionen av sekundärmetaboliter och exoenzymer, 
biokontrollerande egenskaper, rotkolonisering eller förmåga att bilda biofilmer (van den 
Broek m.fl. 2005, Wisniewski-Dyé & Vial 2008). 
  
2.1.5 Diversiteten hos bakterieendofyter 
Det finns troligen inte en enda växtart som inte har endofyter. De få exempel på 
avsaknad av inre bakterier kan bero på att en del endofyter är svårisolerade och att de 
flesta endofyter inte kan odlas, antingen på grund av att de kan förvandlas till ett 
stadium där de är icke-odlingsbara (eng. viable but not culturable, VBNC) eller för att 
deras odlingsförhållanden är okända (Rosenblueth & Martínez-Romero 2006, Compant 
m.fl. 2010). Endofyterna i en enskild växt är inte heller begränsade till en enda 
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bakterieart, utan består av flera släkten och arter (Tabell 1). Gram-negativa bakterier är 
ofta dominerande i endosfären och bakterier ur släktena Pseudomonas, Bacillus, 
Enterobacter och Agrobacterium hör till de vanligen förekommande endofyterna 
(Hallmann m.fl. 1997). De flesta endofytarter är vanliga markbakterier och endofyter 
som isoleras ur värdväxten kan i allmänhet även isoleras ur växtens rhizosfär. Däremot 
skiljer sig endofyt- och rhizosfärsamhällena från varandra i och med att färre 
bakteriesläkten är representerade i endosfären och bakteriepulationerna inuti växten är 
mindre än populationerna utanför växten. 
  
 Identifiering av äkta endofyter 
Kriterierna för identifiering av äkta endofyter kräver, enligt Reinhold-Hurek & Hurek 
(1998), utöver isoleringen av bakterier från ytsteriliserade växtvävnader, även 
mikroskopiska bevis för detektion av märkta bakterier inuti växtvävnader. Alternativt 
kan deras koloniseringsförmåga konstateras genom att på nytt infektera plantor. Dessa 
kriterier uppfylls dock inte alltid varför termen “putative” (sv. förmodade) har 
föreslagits för endofyter vars kolonisering inte bekräftats med mikroskop eller 
växtförsök (Rosenblueth & Martínez-Romero, 2006). 
 Endofytiska bakterier identifieras oftast efter ytsterilisering av växtvävnad och 
odling av isolerade bakterier på lämpligt tillväxtmedium. Med hjälp av 
molekylärbiologiska metoder, såsom PCR-amplifiering av 16S-rRNA-genen från DNA 
som isolerats från växtvävnader, kan man numera avslöja endofyter som inte är 
odlingsbara. För att bedöma endofytiska bakteriers förekomst samt läge i växten 
använder man sig idag av immunologisk detektion, fluorescerande markers, 
konfokallasermikroskopi och specifika oligonukleotidprober. Universala eller specifika 
primrar används för att karakterisera hela endofytsamhällen eller enskilda 
bakteriegrupper och –arter och dessa möjliggör en fullständig analys av både 
odlingsbara och icke-odlingsbara endofyter (Hallman & Berg 2006, Rosenblueth & 
Martínez-Romero 2006, Rothballer m.fl. 2009). De använda metoderna är av stor vikt 
när man beskriver endofytpopulationer i växter, eftersom olika metoder ger olika 
resultat. Det som inverkar på isoleringen av endofyter är längden på ytsteriliseringen, 
steriliseringsämnets koncentration och isoleringsmetoden (Hallman & Berg 2006). 
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Endofyter Växtarter
α-Proteobakterier
Azorhizobium caulinodans Ris
Azospirillum brasiliense Banan
Azospirillum amazonense Banan, ananas
Bradyrhizobium japonicum Ris
Gluconacetobacter diazotrophicus Sockerrör, kaffe
Methylobacterium mesophilicum
Methylobacterium extorquens
Rhizobium leguminosarum Ris
Rhizobium (Agrobacterium) radiobacterMorot, ris
Sinorhizobium meliloti Batat
Sphingomonas paucimobilis
b-Proteobakterier
Azoarcus  sp. Kallargräs, ris
Burkholderia pickettii Majs
Burkholderia cepacia Gul lupin, citrusväxter
Burkholderia  sp. Banan, ananas, ris
Chromobacterium violaceum Ris
Herbaspirillum seropedicae Sockerrör, ris, majs, banan, durra 
Herbaspirillum rubrisulbalbicans Sockerrör
g-Proteobakterier
Citrobacter  sp. Banan
Enterobacter  spp. Majs
Enterobacter sakazakii Sojaböna
Enterobacter cloacae Citrusväxter, majs
Enterobacter agglomerans Sojaböna
Enterobacter asburiae Batat
Erwinia  sp. Sojaböna
Escherichia coli Sallad
Klebsiella  sp. Vete, batat, ris
Klebsiella pneumoniae Sojaböna
Klebsiella variicola Banan, ris, majs, sockerrör
Klebsiella terrigena Morot
Klebsiella oxytoca Sojaböna
Pantoea sp. Ris, soijaböna
Pantoea agglomerans Citrusväxter, batat
Pseudomonas chlororaphis Morot, tagetes
Pseudomonas putida Morot
Pseudomonas fluorescens Morot
Pseudomonas citronellolis Sojaböna
Pseudomonas synxantha Tall
Salmonella enterica Alfalfa, morot, rädisa, tomat
Serratia  sp. Ris
Serratia marcescens Ris
Stenotrophomonas Dyngräs (Ammophila arenaria  och Elymus mollis )
Firmikuter
Bacillus  spp. Citrusväxter
Bacillus megaterium Majs, morot, citrusväxter
Clostridium Gräs (Miscanthus sinensis )
Paenibacillus odorifer Batat
Staphylococcus saprophyticus Morot
Bakteroidetes
Sphingobacterium  sp. Ris
Aktinobakterier
Arthrobacter globiformis Mais
Curtobacterium flaccumfaciens Citrusväxter
Kocuria varians Tagetes
Microbacterium esteraromaticum Tagetes
Microbacterium testaceum Majs
Mycobacterium  sp. Vete, tall
Nocardia  sp. Citrusväxter
Streptomyces Vete
Tabell 1. Diversitet av endofytiska bakterier isolerade från drygt 20 olika odlade växtarter. Från 
Rosenblueth & Martínez-Romero (2006). 
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Faktorer som inverkar på endofytsamhällen i växter 
Faktorer som är specifika för olika växtarter, såsom rotens uppbyggnad, ytstruktur och 
sammansättningen av rotexkretet, samt eventuella skador på roten inverkar på 
endofytpopulationerna före koloniseringen. Efter koloniseringen är storleken på de 
intercellulära områdena, sammansättningen av näringsämnen inuti växten och växtens 
reaktioner mot kolonisering de huvudfaktorer som inverkar på de endofytiska 
samhällena i växten. Skillnader i känsligheten för patogener är hos växter sortberoende 
faktorer som även inverkar på deras endofyter (Hallman & Berg, 2006). Sortspecifika 
skillnader konstaterades bland annat hos fyra olika potatissorter, där en del endofyter 
enbart kunde isoleras från en sort men inte från de andra (Sturz m.fl. 1999). Även 
moderna vetesorter visade sig vara rikare på endofyter än de gamla lantraserna 
(Germida och Siciliano 2001). 
Utöver växtspecifika egenskaper inverkar också förhållandena i marken på 
endofyternas sammansättning. Jordmånen på olika geografiska områden skiljer sig ifrån 
varandra i fråga om bakteriepopulationer. Till exempel isolerades 24 bakteriearter 
enbart från tomatrötter i Tyskland, medan 38 arter enbart isolerades från rötter i 
Indonesien och 14 av bakteriearterna isolerades från de båda områdena (Munif m.fl. 
2001). Växtens tillgång till näringsämnen och utövandet av jordbruk, specifikt 
användningen av konstgödsel, inverkar på endofytsamhällen i roten. Organiska tillsatser 
i marken orsakar förändringar i växtens biokemi och fysiologi, vilket inverkar på 
växtens gynnande av vissa endofyter (Hallman & Berg 2006, Rosenblueth & Martínez-
Romero 2006). Till exempel intensiv kvävegödsling inhiberade den kvävefixerande 
Acetobacter diazotrophicus kolonisering av sockerbeta (Fuentes-Ramírez m.fl. 1999). 
Även andra mikrober i växten, både svampar och bakterier, inverkar på endofyterna i 
endosfären (Hallman & Berg 2006). 
Trots att sammansättningen av endofyter i växten är rätt så oförutsägbar och 
betydande variationer kan observeras inom enskilda växter av samma art, finns det 
tecken som tyder på ett selektivt urval av endofyter från växtens sida (Rosenblueth & 
Martínez-Romero 2006, Compant m.fl. 2010).  
 
2.1.6 Mekanismer för främjad tillväxt hos växter 
PGP-rhizosfärbakterier har förmåga att stimulera värdväxtens tillväxt antingen direkt 
genom att förse växten med näringsämnen eller indirekt genom att inverka på rotens 
tillväxt och morfologi, påverka andra fördelaktiga symbiotiska förhållanden eller 
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kontrollera växtpatogener. I motsats till rhizosfärbakteriernas PGP-egenskaper finns det 
inte mycket kunskap angående endofytiska bakteriers tillväxtfrämjande mekanismer 
inuti växten, eftersom dessa är svåra att undersöka. Eftersom största delen av 
endofyterna härstammar från rhizosfären och eftersom de även fakultativt kan leva 
utanför växten som rhizosfärbakterier, antas deras fördelaktiga effekter påverka 
värdväxten genom liknande mekanismer som beskrivits för tillväxtfrämjande 
rhizosfärbakterier (Hallmann m.fl. 1997, Lodewyckx m.fl. 2002, Berg & Hallman 
2006).  
En enskild bakteriestam använder ofta flera mekanismer som ökar tillväxten hos 
värdväxten. Det antas även att den för växten fördelaktiga inverkan är ett resultat av den 
sammanlagda effekten av alla endofyters aktivitet (Rosenblueth & Martínez-Romero 
2006, Hardoim m.fl. 2008). 
 
2.1.7 Ökad tillgång till fosfor och järn 
Fosfor är efter kväve det näringsämne som oftast begränsar tillväxten hos växter. Största 
delen av markens fosfor är i olöslig form, medan växter endast kan ta upp fosfor i två 
lösliga joner, H2PO4
-
 och HPO4
2-
. Bakterier kan omvandla olösligt fosfor från mineraler 
till en för dem själva och för växter användbar form genom utsöndring av organiska 
syror, t.ex. glukonsyra. Med hjälp av enzymer, såsom fosfataser, fytaser, fosfonataser 
och C-P-lyaser, kan de frigöra fosfor ur organiska föreningar (Berg, 2009, Lugtenberg 
& Kamilova 2009). Endofytiska bakterier innehar ofta förmågan att frigöra fosfor, 
vilket antyder att endofyter under koloniseringsprocessen kan öka tillgången till fosfat 
för värdväxten (Kuklinsky-Sobral m.fl. 2004). Tillväxtfrämjande bakterier som oxiderar 
svavelföreningar kan även förse växter med sulfat (Vessey, 2003). Förmågan att frigöra 
näringsämnen betyder dock inte automatiskt att bakterierna har förmåga att främja 
växters tillväxt (Cattelan m.fl. 1999). 
 Järn (Fe) är ett för alla organismer nödvändigt näringsämne som är relativt 
olösligt i jordmånen. Växter utsöndrar ofta organiska föreningar, s.k. kelatorer och 
fytosideroforer, som binder järn i formen Fe
3+
 och levererar det till roten där det 
reduceras till Fe
2+
 och absorberas. En del endofyter producerar sideroforer och vissa 
växtarter kan absorbera bakterieproducerade Fe
3+
-siderofor-komplex. Det råder dock 
meningsskiljaktigheter om huruvida detta spelar en viktig roll för växtens näringsbehov 
och det har föreslagits att sideroforproducerande bakterier även kan konkurrera med 
växter om järnet i marken (Vessey 2003).  
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2.1.8 Produktion av växthormoner  
Endofyter kan få till stånd förändringar i växtens, specifikt rotens, tillväxt och 
morfologi genom att producera växthormoner eller modifiera växtens etylennivåer. En 
ökning av rotens vikt, längd, yta samt mängden förgreningar och antalet rothår inverkar 
på växtens upptagning av olika näringsämnen och vatten. Rötter med större yta betyder 
även fler tillgängliga ställen för rhizobiers infektion och rotknölsbildning. En positiv 
effekt på rötterna kan därför ha väldigt stor inverkan på växtens tillväxt (Vessey 2003). 
Produktion av auxiner. Det mest studerade tillväxthormonet, auxinet indol-3-
ättiksyra (IAA), syntetiseras av tillväxtfrämjande bakterier främst från tryptofan som 
utsöndras av roten. IAA är involverat i delning samt utvidgning av rotceller och 
förknippas ofta med en ökning av rotens tillväxt och längd. IAA har även konstaterats 
fungera som aktivator av växtens försvarssystem och hormonet kan ha en roll i 
kommunikationen mellan bakterier (Vessey 2003, Lugtenberg & Kamilova 2009). Hos 
PGP-rhizosfärbakterier är även produktion av gibberelliner och cytokininer 
(växthormoner) samt flyktiga ämnen, såsom 2,3-butandiol och acetoin, mekanismer för 
främjad tillväxt hos värden (Vessey 2003, van Loon 2007). 
 Modifiering av växtens etylennivåer. Etylen är ett växthormon som har flera 
olika verkningsmekanismer på tillväxt och utveckling. Låga nivåer av etylen kan främja 
tillväxten hos flera växtarter, medan hormonet vanligtvis anses inhibera tillväxten och 
vara involverad i åldringsprocessen hos växter. Bakterier kan anpassa växtens 
etylennivåer genom att producera 1-amino-cyklopropan-1-karboxylatdeaminasenzym 
(ACC-deaminas), som kan klyva prekursorn till etylen, 1-amino-cyklopropan-1-
karboxylsyra (ACC), eller genom att inhibera enzymer i biosyntesen av hormonet.  En 
minskning av etylennivån i rötterna ökar rotlängden hos växter. Även olika former av 
stress hos växter orsakade av fytopatogener, polyaromatiska kolväten, tungmetaller, salt 
och torka kan lindras av ACC-deaminasproducerande bakterier, eftersom etylen även 
konstaterats vara ett hormon som i växter producerar under stress och som då begränsar 
tillväxten (Vessey 2003, Berg 2009, Lugtenberg & Kamilova 2009). 
Även endofyterna kan ha fördelar av att producera ACC-deaminas. En 
minskning av etylennivån i rötter ökar både endofyters kolonisering och rhizobiers 
rotknölsbildning eftersom etylen är en av huvudfaktorerna som begränsar dessa 
processer (Glick m.fl. 2007). Dessutom använder ACC-deaminasproducerande bakterier 
ACC som kol- och kvävekälla (Hardoim m.fl. 2008).  
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2.1.9 Biologisk kontroll av växtsjukdomar 
Med biologisk kontroll eller biokontroll avses begränsandet av växtsjukdomar med 
hjälp av levande organismer. De främsta mekanismerna för biokontroll är antagonism, 
lysis av svampcellväggar, konkurrens och systemiskt inducerad resistens. En betydande 
andel av de endofytiska bakterierna i växtrötter har biokontrollerande effekt mot 
svamppatogener och biokontrollerande endofyter är vanliga bl.a. i släktena 
Pseudomonas, Stenotrophomonas, Bacillus och Paenibacillus (Berg & Hallman 2006). 
Antagonism. Bakteriers förmåga att döda patogena mikroorganismer, både 
svampar och bakterier, genom att producera antibiotika eller toxiner kallas för 
antagonism. En stor diversitet antagonistiska ämnen har identifierats bl.a. amfisin, 2,4-
diacetylfloroglucinol (DAPG), vätecyanid (HCN), oomycin A, fenaziner, puoluteorin 
och pyrrolnitrin samt cykliska lipopeptider producerade av pseudomonader och 
oligomycin A, kanosamin, zwittermicin A och xantobaccin producerade av Bacillus, 
Streptomyces och Stenotrophomonas spp. (Compant m.fl. 2005, Lugtenberg & 
Kamilova 2009). Trots att majoriteten av endofyter visar antagonism mot 
svamppatogener in vitro vet man väldigt lite om betydelsen av antagonism inuti 
rotvävnaden (Berg & Hallmann 2006). Produktionen av antibiotika är även beroende 
bakteriernas välmående i form av bl.a. tillgång till näringsämnen och mineraler samt 
lämpligt pH-värde och temperatur (Compant m.fl. 2005, Lugtenberg & Kamilova 
2009).  
 Produktion av lytiska enzymer. Avsöndringen av lytiska enzymer som bryter 
ner svampcellväggen är en välkänd mekanism hos biokontrollerande rhizosfärbakterier. 
Detta är även en potentiell mekanism hos biokontrollerande endofyter (Berg & 
Hallmann 2006). Kitinaser och laminarinaser har konstaterats inhibera sporers 
germinering samt bryta ner mycel. Proteaser och -1,3-glukanaser har rapporterats 
orsaka lysis av svampars cellväggar och även lipaser har en roll i kontrollen av 
svamppatrogener. Regleringen av lytiska enzymer involverar bl.a. fasvariation 
(Compant 2005, Lugtenberg & Kamilova 2009). 
Konkurrens om näringsämnen och nischer. Konkurrens är en viktig faktor för 
endofyternas kontroll av svamppatogener, eftersom båda organismerna koloniserar 
samma nischer och använder samma näringsämnen (Berg & Hallmann 2006). Eftersom 
tillgången till speciellt järn ofta är begränsad, producerar en del endofyter sideroforer 
för att binda järn (Fe
3+
). Bakterieproducerade sideroforer kan även beröva patogena 
svampar grundämnet, eftersom bakterieproducerade sideroforer har högre affinitet till 
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järn än svampproducerade sideroforer. Det har åtminstone bland rhizosfärbakterier 
konstaterats att stora koncentrationer av sideroforer med hög affinitet kan inhibera 
tillväxten av svamppatogener, framförallt när järnkoncentrationen i marken är låg. Olika 
faktorer i marken, bl.a. pH, koncentrationen och formen på järnjonerna och tillgången 
till andra spårämnen, påverkar dock syntesen av sideroforer (Compant m.fl. 2005, 
Lugtenberg & Kamilova 2009). 
 Systemiskt inducerad resistens. Växelverkan mellan vissa endofyter och 
växtrötter kan göra växter resistenta mot patogena bakterier, svampar och virus samt 
mildra växtsjukdomar orsakade av växtpatogener genom systemisk inducerad resistens 
(eng. induced systemic resistance, ISR). Olika bakteriekomponenter, såsom 
lipopolysackarider, flageller, salicylsyra, cykliska lipopeptider, sideroforer och möjligen 
även flyktiga föreningar kan utlösa ISR hos växter. Endofyter som framkallar ISR hos 
en växtart gör det möjligen inte hos en annan, vilket tyder på specifik växelverkan 
mellan bakterier och växt (Compant m.fl. 2005, Lugtenberg & Kamilova 2009). Till 
exempel endofyten Serratia marcescens har rapporterats skydda gurka mot olika 
sjukdomar genom inducering av ISR (Press m.fl. 2001). 
 ISR får i växten till stånd en ökad känslighet för signalsubstanserna jasmonsyra 
och etylen. Detta leder till förstärkning av växtens cellväggar samt förändringar i dess 
fysiologi och metabolism genom bl.a. ackumulering av patogenesrelaterade 
stressfaktorer, såsom PR-proteiner, kitinaser och peroxidaser. Reaktionerna leder till 
ökad syntes av försvarskemikalier vid patogeninfektion och/eller abiotisk stress. 
Patogener är dock olika känsliga för resistens som aktiverats genom dessa signalämnen 
(Compant m.fl. 2005, Berg 2009, Lugtenberg & Kamilova 2009). 
 Utöver ovan nämnda mekanismer för biologisk kontroll av växtpatogener, har 
det hos rhizosfärbakterier även konstaterats att dessa kan ha förmåga att blockera 
patogeners expression av virulensgener genom att bryta ner deras signalmolekyler, 
detoxifiera patogeners virulensfaktorer samt negativt påverka svampars aktivitet och 
överlevnad genom att kolonisera svamphyfer (Lugtenberg & Kamilova 2009). 
 
2.1.10 Kvävefixering 
Bakterier och andra mikroorganismer, som med hjälp av nitrogenasenzym kan 
omvandla kväve, N2, från atmosfären till ammonium, NH3, kallas diazotrofer. Dessa 
kan indelas i tre grupper - fritt levande, associativa och symbiotiska diazotrofer. Endast 
associativa och symbiotiska kvävefixerande bakterier är fördelaktiga för växter. De 
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associativa bakterierna lever delvis inuti och delvis utanför roten och medför inte 
specialiserade strukturer för kvävefixering. Endast symbiotiska diazotrofer, dvs. 
rhizobier, har förmåga att inducera rotknölsbildning hos baljväxter för fixeringen av 
kväve (Dresler-Nurmi m.fl. 2009).  
Kvävefixerande bakterier har förmågan att använda atmosfärens kvävgas som 
kvävekälla i syntesen av kvävehaltiga molekyler, som t.ex. aminosyror, och har således 
en fördel i att inte vara beroende av jordmånens kväveföreningar. Reduceringen av N2 
katalyseras av det syrekänsliga nitrogenasenzymkomplexet, som består av två skilda 
proteiner, dinitrogenas och dinitrogenasreduktas. Dessa är i sin tur är uppbyggda av två 
underenheter: dinitrogenas av två ochenheter och dinitrogenasreduktas av två 
identiska underenheter. Reduceringen av N2 sker i dinitrogenasproteinets två järn- och 
molybdeninnehållande ko-faktorer. En del bakterier, t.ex. Azotobacter, har även andra 
former av nitrogenasenzym med kofaktorer som innehåller antingen vanadin eller 
endast järn. Generna för dinitrogenas- och dinitrogenasreduktasproteinet hos Klebsiella 
pneumoniae, vars kvävefixerande gener först studerades, är en del av en komplicerad 
operon kallad nif-operonen. Operonen innehåller 20 gener, bl.a. strukturella gener för 
nitrogenasenzymet (nifH, nifD och nifK) (Franche m.fl. 2009, Masson-Boivin m.fl. 
2009). 
 Kvävemolekylen är en inert gas till följd av dess stabila trippelbindning. Det är 
därför energikrävande att reducera en molekyl N2 till NH3. Det krävs sex elektroner för 
reduceringen och två elektroner går förlorade i form av vätgas, H2, för varje reducerad 
mol N2. Förutom elektronerna behövs också energi i form av ATP. Reaktionen kan 
skrivas på följande sätt: 
 

8H  8e_ N2 16ATP 16H2O2NH3 H2 16ADP 16pi   (1) 
 
 Associativa diazotrofer  
De viktigaste jordbruksgrödorna, vete, ris, majs och sockerrör, har inte förmåga att bilda 
kvävefixerande rotknölar i likhet med baljväxter. En stor diversitet av diazotrofiska 
bakterier har dock isolerats både från rhizosfären och från rhizoplanen hos 
odlingsväxter, men deras bidrag av fixerat kväve till värdväxten har varit obetydligt. 
Däremot verkar endosfären vara en lämplig miljö för effektiva kvävefixerande 
populationer, troligen på grund av bättre tillgång till kol och energi samt mindre 
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konkurrens med andra rhizosfärbakterier (Rosenblueth & Martínez-Romero 2006, 
Rothballer m.fl. 2009). 
 Många endofytiska diazotrofer har förmåga att fixera kväve, men oftast är det 
endast en liten population av dessa som aktivt fixerar kväve inuti värdväxten. PGP-
endofyter, vars främjande av tillväxten bevisats grunda sig på kvävefixering, är 
Azoarcus sp., Burkholderia sp., Gluconacetobacter diazotrophicus och Herbaspirillum 
sp. De vanligaste värdväxterna för dessa är ris, sockerrör, durra och Leptochloa fusca 
(eng. kallar grass) (Vessey 2003). Sockerrörsväxter kan erhålla mellan 20-60 % av sitt 
kvävebehov från diazotrofiska endofyter (Boddey m.fl. 2001), främst 
Gluconacetobacter diazotrophicus (Vessey 2003). 
 
2.1.11 Symbiotiska kvävefixerande bakterier 
Rhizobier definieras som bakterier med förmåga att inducera symbiotiska 
kvävefixerande rotknölar hos baljväxters (familj Leguminosae) rötter eller stammar (Li 
Li m.fl. 2011, manuskript). Enligt definitionen på endofyter av Hallmann m.fl. (1997) 
räknas rhizobier även till endofytiska bakterier. Eftersom jag i mitt arbete studerat ur 
rotknölar isolerade, endofytiska Stenotrophomonas-stammars inverkan på baljväxter 
tillväxt tillsammans med rhizobier, behandlar jag i denna litteraturöversikt symbiotiska 
kvävefixerande bakterier mer omfattande. 
Rhizobierna är gramnegativa ellerproteobakterier och tillhör släktena 
Agrobacterium, Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, 
Rhizobium, Sinorhizobium, Devosia, Methylobacterium, Ochrobacterium, 
Phyllobacterium, Burkholderia och Cupriavidus. Rhizobier kännetecknas av gener för 
rotknölsbildning och kvävefixering (nod-, nol-, noe-, nif- och fix-gener), som ofta är 
placerade på symbiotiska plasmider. Genprodukterna från nod, nol och noe-generna är 
involverade i framställningen av noduleringssignaler, sk. Nod-faktorer, som till 
strukturen är lipooligosackarider.  Aktinorhizaväxter, såsom al och havtorn, kan ingå i 
kvävefixerande symbioser med aktinobakterier ur släktet Frankia (Franche m.fl. 2009). 
 Bildandet av rotknölar är en följd av molekulär växelverkan mellan värdväxt och 
rhizobier (Bild 3). Växten producerar flavonoider som utsöndras i rhizosfären och 
reagerar med bakterieaktivatorn NodD. Denna aktiverar bl.a. nodA, nodB och nodC-
generna, som kodar för Nod-faktorernas stomme. Övriga nod-gener kodar för enzymer 
som tillfogar olika substituenter, t.ex. väte, acetyl, sulfat, fukos eller arabinos, till 
stommen. Nod-faktorer producerade av rhizobier utlöser hos växten mekanismer som 
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får till stånd deformeringar i rothåren och bildandet av specialiserade rotknölar för 
kvävefixering. Bakterierna infekterar värdväxten genom infektionstrådar som bildas i 
rothåren och omvandlas inuti knölen till symbiosomer bestående av specialiserade 
bakterier, s.k. bakteroider, omringade av växtmembran (Franche m.fl. 2009). I 
symbiosen mellan baljväxten Sesbania rostrata och Azorhizobium caulinodans kan 
intrånget i växten dock ske genom sprickor vid rotförgreningar och mellan ytcellerna 
(Compant m.fl. 2010). År 2007 konstaterades även att fotosyntetiska Bradyrhizobium-
stammar har förmåga att inducera knölbildning hos Aeschynomene-växter trots 
avsaknad av nodA, nodB och nodC-gener (Giraud m.fl. 2007).  
Värdväxten förser de kvävefixerande rhizobierna i rotknölen med energi och kol 
i form av fotosyntetiserat sackaros, medan fixerat kväve i form av ammonium eller 
aminosyror transporteras till växten. En del växter, t.ex. lupin, sojaböna och jordnöt, 
kan erhålla upp till 90 % av sitt kväve från kvävefixering beroende på växtsort och 
odlingsförhållanden (Franche m.fl. 2009).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bild 2. Rhizobiers nodulering av baljväxter. Baljväxter producerar flavonoider och andra 
föreningar (i) som reagerar med bakterieproteinet NodD och aktiverar syntesen av Nod-faktorer. 
nodA-, nodB- och nodC-generna kodar för stommen av nod-faktorerna, medan övriga nod-, noe- 
eller nol-gener kodar för dess substituenter (R1-R6). Nod-faktorerna får i växten till stånd bl.a. 
deformering av rothår och formandet av infektionstrådar, genom vilka bakterierna invaderar 
växten till rotknölen, samt celldelning av rotvävnaden (förstadium av en rotknöl). Bilden 
modifierad från Masson-Boivin m.fl. (2010).  
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En del baljväxtarter, t.ex. böna (Phaseolus vulgaris), kan infekteras av rhizobier från 
olika släkten, medan andra växtarter är väldigt specifika vad gäller symbionter. 
Specificitet förekommer även i fråga om kvävefixering. Som exempel kan nämnas 
Galega orientalis (getärt) och G. officinalis (getruta), som båda formar effektiva 
kvävefixerande symbioser med endast den ena av två existerande Rhizobium galegae 
biovarer, orientalis och officinalis. Flavonoiderna utsöndrade av växten och nod-
faktorerna producerade av rhizobier är det faktorer som gör växelverkan mellan parterna 
specifik (Franche m.fl. 2009).  
 
2.1.12 Stimulering av värdväxtens symbiotiska förhållanden 
Endofytiskabakterier kan fungera som s.k. “hjälpbakterier” och samverka med rhizobier 
och svampar samt främja de positiva effekterna av dessa på värdväxten. Stimulering av 
rhizobium-baljväxtsymbioser sker ofta indirekt genom endofyters förmåga att producera 
växthormoner, främst IAA (Vessey 2003). Den ökade rottillväxten leder till en 
stimulering av rotknölsbildningen, vilket är en följd av att större rötter erbjuder fler 
ställen för infektion. Till exempel saminokulering av Pseudomonas trivialis och 
Rhizobium galagae ökade, utöver rot- och skottillväxten, även antalet rotknölar och 
kvävehalten hos getärt (Egamberdieva m.fl. 2010). Andra mekanismer som är 
involverade i stimuleringen av rhizobie-baljväxtsymbiosen är produktion av 
hydrolytiska enzymer, såsom cellulaser, som åtminstone i teorin kan bryta ner ändan på 
rothåren och öka rhizobiers infektion, vilket leder till ökat antal rotknölar 
(Egamberdieva m.fl. 2010). En ökad produktion av flavonoider hos värdväxten är en 
mer direkt mekanism hos endofyter för att stimulera symbiosen och rotknölsbildningen. 
Andra föreslagna stimulerande mekanismer är produktion av toxin och B-vitamin 
(Vessey 2003, Hallman & Berg 2006). Även baljväxternas rotknölar koloniseras 
tillsammans med rhizobier av en blandning av endofyter, främst γ-proteobakterier, som 
inte är relaterade till symbiotisk kvävefixering. I de flesta fall har dessa endofytiska 
bakterier inte förmåga att inducera uppkomsten av rotknölar hos värdväxten, däremot 
kan de ha positiv inverkan på symbiosen (Muresu m.fl. 2008). 
PGP-rhizosfärbakterier kan även stimulera förhållandet mellan värdväxt och 
mykorrhizasvampar. Trots att mykorrhizasvampar enskilt ökar växternas tillgång till 
näringsämnen (främst fosfor), har studier visat att saminokulering med PGP-bakterier 
kan öka både biomassan samt fosfor- och kväveinnehållet hos växter. Även 
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bakterieproducerade växthormoner inverkar troligen på förhållandet mellan mykorrhiza 
och växt (Vessey 2003). 
  
2.1.13 Produktion och användning av ymper med PGP-bakterier 
Många växtassocierade bakteriestammar har förmåga att gynna växters tillväxt och öka 
deras resistens mot olika sjukdomar samt abiotisk stress. Som följd av forskningen 
kring dessa har det utvecklats ymppreparat för användning inom jordbruket. Beroende 
på deras verkningssätt kan produkterna användas som biogödsel eller biopesticider. 
Termen biogödsel definieras som ett ämne innehållande levande mikroorganismer som, 
när de används på frön, växtytor eller i jord, koloniserar rhizosfären eller insidan av 
växter och främjar växters tillväxt genom att öka tillgången till näringsämnen. 
Produkter med bakterier som främjar tillväxt genom att kontrollera patogena organismer 
kallas för biopesticider. En del bakterieympers inverkan på värdväxtens tillväxt är en 
kombination av att fungera både som biogödsel och biopesticid (Vessey 2003, Berg 
2009). 
 På grund av oro för allmänhetens hälsa, för miljön, för ökade kostnader för 
pesticider och konstgödsel samt för utmanande växtpatogener, existerar det en växande, 
världsomfattande marknad för mikrobiologiska ymppreparat. I jämförelse med kemiska 
pesticider och konstgödsel har mikrobpreparat enligt Berg (2009) flera fördelar: de i) är 
säkrare, ii) orsakar mindre skada på miljön och utgör potentiellt en mindre risk för 
människors hälsa, iii) är effektiva i små mängder, iv) förökar sig, men kontrolleras av 
växten och de naturliga mikrobpopulationerna, v) visar en mer riktad aktivitet, vi) bryts 
ner fortare än kemiska pesticider, vii) kan användas tillsammans med konventionell 
skadedjursbekämpning och viii) risken för utvecklandet av resistens reduceras på grund 
av inokulanternas flera verkningsmekanismer. Innan lovande PGP-bakterier utvecklats 
till kommersiella produkter krävs dock massproduktion av bakterier, utformning av 
produkter med lång hållbarhet samt dyra och tidskrävande registreringsprocedurer (Berg 
2009). 
 Trots många PGP-stammars potential som biogödsel eller –pesticid, misslyckas 
ofta stammarna som testats i laboratorieförhållanden med att ge de önskade effekterna i 
växthus och i jordmånen. De faktorer och förhållanden som inverkar på t.ex. 
antagonism i kontrollerade odlingsförhållanden saknas eventuellt i naturen. Antibiotika 
och AHL, som krävs för produktionen av flera sekundärmetaboliter och exoenzymer, 
kan brytas ner eller inaktiveras av både svampar och konkurrerande bakterier. 
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Produktionen av antibiotika kan även inhiberas av metaboliter producerade av svampar. 
PGP-egenskaper kan även försvinna under långvarig odling i laboratorieförhållanden 
(Vessey 2003, Lugtenberg & Kamilova, 2009, Compant m.fl. 2010).  
För att kunna skänka tillväxtfrämjande effekter måste bra PGP-ymper ha 
förmåga att framgångsrikt kolonisera rhizosfären eller endosfären under långa perioder 
av stark konkurrens mellan olika mikroorganismer. För att öka ympernas effektivitet 
och för att kunna garantera deras främjande av tillväxten krävs därför större kunskap om 
växelverkan mellan PGP-bakterier, värdväxt och andra rhizosfär- och 
endosfärorganismer, om stegen i koloniseringen och om mekanismerna bakom 
främjande av växters tillväxt. Många egenskaper, såsom rotkolonisering, rörlighet och 
produktion av kitinaser, lipaser och proteaser, har dessutom konstaterats vara beroende 
av fasvariation, vilket gör användningen av PGP-ymper även mer komplicerad 
(Compant m.fl. 2005).  
Diverse registrerade, icke-rhizobiska, mikrobpreparat finns dock på marknaden 
(Tabell 2) och bakterie- och svampinokulanter har under senare år uppnått en årlig 
tillväxt på cirka 10 % i och med att deras effektivitet förbättrats. År 2004 värderades 
den globala marknaden för biokontrollprodukter till 588 miljoner dollar, varav 43,5 % 
av försäljningen gjordes i Nordamerika och Mexiko, 20,7 % i Europa, 12,2 % i Asien, 
11,2 % i Oceanien och Australien, 8,3 % i Latinamerika och 3,9 % i Afrika. Stammar av 
Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis och Pseudomonas fluorescens hör till de 
viktigaste bakterieinokulanterna. Medan B. thuringiensis används för att kontrollera de 
flesta ekonomiskt viktiga skadeinsekterna, används bl.a. B. subtilis och P. fluorescens 
för att kontrollera bakterie- och svamppatogener.  
Majoriteten av de kommersiella produkterna har brett värdspektrum och används 
för olika grödor. Inokulanter finns att köpas som lösningsbaserade produkter, 
vattenlösliga korn, pulver eller pelleter (Berg 2009). På marknaden finns även effektiva, 
kvävefixerande rhizobiumymper för olika baljväxter inom jordbruket. Dessa används 
för att öka växternas tillgång till kväve, som är det näringsämne som mest begränsar 
växters tillväxt. Användningen av rhizobiumymper minskar behovet av dyr 
konstgödsel, som även är förknippad med miljöproblem (Rebah m.fl. 2007). 
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Tabell 2. Kommersiella PGP-inokulanter för användning som biogödsel eller biopesticider. 
Från Berg (2009). 
 
 
2.2 Användning av markörgener i undersökning av växt-bakterie-förhållanden 
 
För att undersöka bakteriers beteenden och funktion i naturen kan man märka dem med 
markörgener. Märkning av bakterier kan indelas i användningen av metaboliska 
markörgener, såsom lacZ, xylE eller gusA som käver något substrat, och användningen 
av markörproteiner som emitterar ljus under speciella förhållanden, t.ex. 
autofluorescerande proteiner. Fluorescerande proteiner kräver ingen tillsats av 
kofaktorer, substrat eller andra genpodukter och bakterierna kan observeras på cellnivå i 
realtid (Bild 3). Användningen av metaboliska markörgener kräver biokemiska 
reaktioner och fixering av preparatet, vilket omöjliggör studerandet av biologiska 
händelser i nutid i levande celler. Det förekommer även markörkonstruktioner där 
fluorescerande markörgener kombinerats med gusA (Ramos m.fl. 2002, Larrainzar m.fl. 
2005). Markörgener överförs mellan bakterier med hjälp av transposoner och plasmider. 
Överföringen av plasmider eller transposoner med markörgener kan ske genom 
transformation, elektroporering eller konjugation (Unge m.fl. 1998). Inom ekologiska 
Mikroorganism Produkt Växt eller patogen Företag
Azospirillum spp. Biopromoter
TwinN
Bacillus subtilis FZB24 AbiTep
B. subtilis GB03 Kodiak
B. pumilus GB34 YieldShield Svamppatogener
B. subtilis QST716 Serenade Tobak, tomat, spenat, sallad AgraQuest
Companion Growth Product
Bradyrhizobium japonicum Soil Implant+ Soijaböna Nitragin
Delftia acidovorans BioBoost Canola Brett-Young Seeds Ltd.
Pseudomonas chlororaphis Cedomon BioAgri AB
P. fluorescens A506 BlightBan A506 NuFarm
P. trivialis  3Re-27 Salavida Sallad Sourcon Padena
Pseudomonas spp. Proradix Rhizoctonia solani Sourcon Padena
Serratia plymuthcia  HRO-C48 RhizoStar Jordgubbar, raps
Streptomyces griseoviridis K61 Mycostop Kemira Agro OyPhomopsis  spp., Botrytis  spp., 
Pythium  spp., Phytophora  spp.
Gustafson, Bayer 
CropScience
B. subtilis GB03, andra B. subtilis, 
B. lichenformis och B. 
Rhizoctonia, Pythium, Fusarium, 
Phytophthora
Sjukdomar hos korn och havre; 
Fusarium  sp.
Frostskador; Erwinia amylovora 
och patogener hos äppel, päron, 
FZB24 li, TB, WG, 
RhizoPlus
Potatis, grönsaker, jordgubbar, 
lökväxter, träd
Tillväxtfrämjning; Rhizoctonia och 
Fusarium spp.
Gustafson, Bayer 
CropScience
Prophyta Biologischer 
Pflanzenschutz
Azorhizobium, Azoarcus och 
Azospirillum
Spannmål, baljväxter, grönsaker, 
frukter, bär, prydnadsväxter
Mapleton AgriBiotec 
Pty Ltd.
Grönsaker, frukter, sockerbeta, 
banan, hirs, ris Manidharma Biotech
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undersökningar används främst plasmidburna minitransposoner, t.ex. mini-Tn5, som 
blir en stabil del av mottagarbakteriens genom.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Bild 3. Celler av Burkholderia phytofirmans stam PsJN märkta med gfp-genen kunde detekteras 
på ytan av roten hos vinranka. Bilderna är tagna från Compant m.fl. (2010). 
 
 
2.2.1  Autofluorescerande proteiner som markörgener 
Ett stort urval av autofluorescerande proteiner har identifierats och klonats från 
havslevande organismer. Det ursprungliga GFP (green fluorescent protein, eng.) 
upptäcktes i den bioluminescerande maneten Aequorea victoria under 1960-talet 
(Shimomura m.fl. 1962) och fluorescerar grönt vid belysning med blått (λ  = 400-500 
nm) eller ultraviolett ljus (λ  = 300-400 nm). Mutagenes och substitutioner av 
aminosyror har sedan dess använts för att utveckla förbättrade varianter av GFP och 
andra fluorescerande proteiner för olika tillämpningar. Idag finns det en uppsjö av olika 
fluorescerande proteiner som spänner över hela det synliga spektret (Larrainzar m.fl. 
2005). 
 I detta arbete användes GFP-varianterna EYFP (enhanced yellow fluorescent 
protein), ECFP (enhanced cyan fluorescent protein) och GFPmut3. EYFP och ECFP 
(Miyawaki m.fl. 1997) innehåller substitutioner av aminosyror som hos EYFP 
förskjuter emissionsspektret från grönt till gulgrönt (exitationsvåglängd 514 nm) och 
hos ECFP från grönt till cyan (exitationsvåglängd 433 nm). GFPmut3 
(exitationsvåglängd 501 nm) har en aminosyrasubstitution (Ser-65) vilken ger ökad 
intensitet på fluorescencen på grund av större löslighet hos proteinet (Cormack m.fl. 
1996).  
Användningen av fluorescerande proteiner underlättar studerandet av processer 
in situ inom mikrobekologin såsom mikrob-växt-interaktioner, mikrobernas funktioner i 
biofilmer och horisontal genöverföring (Larrainzar m.fl. 2005). Till exempel har man 
A B 
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observerat rhizobier under olika stadier av knölbildningen, deras koloniseringsbeteende, 
konkurrensen mellan rhizobier och endofyter samt endofyters kolonisering av 
ledningssträngar (Stuurman m.fl. 2000, Gage 2002, Villacieros m.fl. 2002, Germaine 
m.fl. 2004). Man kan vid växtförsök även använda olika bakteriestammar märkta med 
fluorescerande proteiner av olika färg (Bloemberg 2000, Stuurman 2000). Bakterier 
märkta med fluorescerande proteiner kan visualiseras med bl.a. epifluorescens-
mikroskopiering, konfokalmikroskopiering och flödescytometri (Unge m.fl. 1998).  
Det förekommer dock problem med användningen av fluorescerande proteiner. 
Färgen hos en del varianter är oklar och bleks snabbt vid exitering (eng. 
photobleaching), medan andra är känsliga för sura förhållanden eller är instabila vid 
höga temperaturer. Även bakgrundsfluorescens kan vara ett problem när man analyserar 
gfp-märkta bakterier i rhizosfären eller inuti växtvävnader. Problemet kan dock åtgärdas 
med hjälp av konfokallasermikroskopiering (Shaner m.fl. 2005). 
  
2.2.2 gusA-markörgenen  
gusA-reportergenen kodar för hydrolasenzymet β-glukuronidas. Genen isolerades 
ursprungligen från Escherichia coli och har i stor utsträckning använts inom 
mikrobekologin och för att märka gramnegativa bakterier (Jefferson m.fl. 1986, Wilson 
m.fl. 1995, Räsänen och Lindström 1999).  gusA-genen har inte upptäckts hos varken 
rhizobier, agrobakterier eller flertalet svampar, vilket har möjliggjort användningen av 
gusA som reportergen i bl.a. dessa mikro-organismer. Som substrat för enzymet 
används främst X-gluc (5-brom-4-klor-3-indolyl-β-D-glukuronsyra), som bildar en blå 
färg när det klyvs. Den uppkomna blåa färgen gör det möjligt att spåra de märkta 
bakterierna t.ex. på rothår, i infektionstrådar och inuti rotknölar (Räsänen och 
Lindström 1999), eftersom växter inte har GUS-bakgrundsaktivitet.  
 
2.3 Släktet Stenotrophomonas 
 
Bakteriesläktet Stenotrophomonas består av Gram-negativa bakterier som fylogenetiskt 
hör till -proteobakterierna. Stenotrophomonas bildar tillsammans med släktena 
Xanthomonas och Xylella en egen monofyletisk grupp i -underklassen, vilket betyder 
att de har en gemensam stamfader (Moore m.fl. 1997). Den första identifierade 
Stenotrophomonas-arten, S. maltophilia, gavs år 1961 ursprungligen namnet 
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Pseudomonas maltophilia, vilket senare ändrades till Xanthomonas maltophilia. På 
grund av betydande fysiologiska och genotypiska skillnader i jämförelse med övriga 
Xanthomonas-stammar upprättades slutligen ett nytt släkte vid namn 
Stenotrophomonas. Namnet Stenotrophomonas härstammar från de grekiska orden 
„stenos‟, „trophus‟ och „monas‟, vilka tillsammans betyder „enhet som livnär sig på få 
substrat‟. Namnet var tänkt att syfta på bakteriernas begränsade användning av 
näringsämnen, eftersom de enligt Palleroni och Bradbury (1993) hade förmåga att 
använda endast 23 av 145 testade organiska föreningar som kol- och energikälla. Man 
har dock senare konstaterat att bakterier tillhörande Stenotrophomonas-släktet har 
väldigt mångsidiga metaboliska egenskaper (Ryan m.fl. 2009).  
 Tre cellulära fettsyror, iso-C11:0, iso-C11:0 3-OH och iso-C13:0 3-OH, har 
rapporterats vara kännetecknande för bakterier tillhörande Stenotrophomonas- och 
Xanthomonas-släkterna och fettsyreprofiler kan enligt Yang m.fl. (2006) användas för 
att skilja åt Stenotrophomonas-bakterier på artnivå. I motsats till det mycket 
närbesläktade Xanthomonas-släktet har inga Stenotrophomonas-arter tillsvidare 
konstaterats vara växtpatogener. Däremot kan de ha fördelaktiga förhållanden med 
växter och bakterierna är därför lovande kandidater för användning inom jordbruk och 
de kan även ha en viktig ekologisk roll i kvävets och svavlets kretslopp (Ryan m.fl. 
2009). 
 
2.3.1 Beskrivna Stenotrophomonas-arter 
Stenotrophomonas-släktet består av tolv beskrivna arter: S. maltophilia (1993), S. 
nitritireducens (2000), S. rhizophila (2002), S. acidaminiphila (2002), S. koreensis 
(2006), S. terrae (2007), S. humi (2007), S. chelatiphaga (2009), S. ginsengisoli (2010) 
och S. panacihumi (2010), S. pavanii (2010) och S. daejeonensis (2010) (Tabell 3). 
Den dominerande arten, S. maltophilia, har påträffats i diverse olika miljöer och 
geografiska regioner. Bakterierna har isolerats från olika växters rhizosfär och endosfär, 
lavar, vattenmiljöer, livsmedel, extrema omgivningar såsom sodasjöar, glaciärer och 
avföring från leddjur samt i sjukhusmiljöer hos allvarligt försvagade och 
immunsuppresserade patienter (Berg m.fl. 1999, Wolf m.fl. 2002, Ryan m.fl. 2009, 
Salwan m.fl. 2010). S. nitritireducens har isolerats från biofilter och S. rhizophila består 
enbart av stammar isolerade ur rhizosfären (Finkmann m.fl. 2000, Hagemann m.fl. 
2008). S. terrae, S. humi, S. ginsengisoli och S. panacihumi har isolerats från jord, S. 
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koreensis från kompost samt S. chelatiphaga, S. acidaminiphila och S. daejeonensis 
från avloppsslam och -vatten (Assih m.fl. 2002, Yang m.fl. 2006, Heylen m.fl. 2007, 
Kaparullina m.fl. 2009, Kim m.fl. 2010, Lee m.fl. 2010). S. pavanii har isolerats ur 
sockerrörets stam (Ramos m.fl. 2010). S. africana isolerad från ryggmärgsvätska 
beskrevs år 1997, men konstaterades senare vara en synonym till S. maltophilia 
(Coenye m.fl. 2004). Den år 2006 beskrivna S. dokdonensis, som isolerats från jord, 
flyttades senare över till släktet Pseudoxanthomonas (Ryan m.fl. 2009).  
 
 
Tabell 3. Typstammar för de beskrivna Stenotrophomonas-arterna och deras ursprung. 
 
 
 
2.3.2 Stenotrophomonas associationer med växter 
Bakterier av Stenotrophomonas-släktet är allmänt förekommande i naturen, men jord 
och växter hör till de miljöer där de främst påträffas. S. maltophilia och S. rhizophila 
lever ofta i anknytning till växter och har isolerats från rhizosfären och från inre 
växtvävnader, speciellt ledningssträngar i rot och stam. Endofytiska stammar av S. 
maltophilia har isolerats från rötter ur flertalet växtarter inklusive gurka, raps, potatis, 
jordgubb, alfalfa, solros, majs, ris, vete, pilträd, poppel samt diverse ogräs och har ofta 
konstaterats vara dominerande i mikrobsamhällen på eller inuti växter. S. maltophilia 
förekommer främst i association med växter som utsöndrar höga koncentrationer 
sulfatrika föreningar såsom metionin (Messiha m.fl. 2007, Ryan m.fl. 2009). Den 
nyligen identifierade S. pavanii har isolerats från sockerrör (Ramos m.fl. 2010). 
Epifytiska Stenotrophomonas-bakterier, dvs. bakterier som lever på ytan av en levande 
växt, förekommer också. S. maltophilia –stammen SaO5sm kunde öka vattnets 
Stenotrophomonas -art Typstam Isolering Ursprungsland Referens
S. maltophilia DSM 50170 Lungsäcksvätska England Palleroni & Bradbury (1993) 
S. nitritireducens DSM 12575 Biofilter Tyskland Finkmann m.fl. (2000)
S. rhizophila DSM 11405 Rhizosfär hos raps Tyskland Wolf m.fl. (2002)
S. acidaminiphila DSM 13117 Avlopsslam Mexiko Assih m.fl. (2002)
S. koreensis DSM 17805 Kompost Sydkorea Yang m.fl. (2006)
S. terrae DSM 18941 Jord Belgien Heylen m.fl. (2007)
S. humi DSM 18929 Jord Belgien Heylen m.fl. (2007)
S. chelatiphaga DSM 21508 Avlopsslam Ryssland Kaparullina m.fl. (2009)
S. ginsengisoli DCY01 Jord från ginsengåker Korea Kim m.fl. (2010)
S. panacihumi MK06 Jord från ginsengåker Korea Lee m.fl. (2010)
S. pavanii LMG 25348 Sockerrör Brasilien Ramos m.fl. (2010)
S. daejeonensis MJ03 Avlopsvatten Korea Yi m.fl. (2010)
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genomtränglighet genom bladytans yttersta vaxlager, vilket ökade bakteriernas tillgång 
till vatten och vattenlösliga föreningar (Schreiber m.fl. 2005). 
 
 Faktorer involverade i Stenotrophomonas kolonisering av växter 
Flera faktorer har konstaterats eller föreslagits inverka på Stenotrophomonas-bakteriers 
förmåga att kolonisera och överleva i rhizosfären och endosfären. Bakteriernas 
kolonisering av växter involverar kemotaktisk rörelse mot rotexkret med hjälp av en 
eller flera flagellor. Utöver rörligheten inverkar även bakteriernas höga tillväxthastighet, 
syntes av B1-vitamin, utsöndring av NADH-dehydrogenas och lipopolysackarider i den 
yttre cellmembranen på koloniseringsprocessen. Många Stenotrophomonas-stammar 
producerar extracellulära enzymer, såsom proteaser, lipaser, nukleaser, cellulaser, 
kitinaser och elastaser, som konstaterats vara viktiga i egenskaper hos andra 
rhizosfärbakterier (Ryan m.fl. 2009). S. maltophilia producerar olika slags pilin, 
fimbrier och hemagglutininproteiner som inverkar på bakteriernas adhesion till ytor och 
på uppkomsten av biofilmer. Hemagglutininproteiner är adhesiner som är involverade i 
bildandet av cellaggregat. Proteinerna kan även fungera i kontakten mellan bakterier 
och växtceller och har hos människopatogener även identifierats som en viktig 
virulensfaktor (Ryan m.fl. 2009).  
 Många S. maltophilia -stammar är kända för att vara multiresistenta mot 
antibiotika. Genom att analysera de sekvenserade genomen från S. maltophilia -
stammarna R551-3 (miljöisolat från poppelträd) och K279a (kliniskt isolat från patient 
med bakteremi) upptäckte man att dessa har liknande resistensgener, vilket indikerar att 
antibiotikaresistensen inte har något samband med S. maltophilia –stammars ursprung 
(Berg m.fl. 1999, Ryan m.fl. 2009). Resistensgenerna hos miljöisolatet tyder på att 
dessa är till hjälp i konkurrensen mellan mikroorganismer, genom att skydda mot 
antibiotika som producerats av andra rhizosfärbakterier. Majoriteten av resistensgenerna 
är inte belägna på mobila genetiska element, såsom fager eller transposoner, vilket är ett 
tecken på att generna inte härstammar från klinisk miljö. S. maltophilia har utöver 
resistens dessutom konstaterats producera antibiotika, vilket ger bakterierna en ökad 
konkurrensfördel (Berg m.fl. 1999, Ryan m.fl. 2009). S. maltophilia kan också skydda 
sig mot predation av urdjur (Protozoa) genom att producera så kallade “refractile 
inclusion bodies” (eng.) eller “R bodies”, vilka är över 10 µm långa, proteinrika band 
som bildar ihåliga cylindriska strukturer inuti cellen. Dessa är giftiga för känsliga arter 
av encelliga toffeldjur (Ryan m.fl. 2009). För att överleva det ständigt förändrade 
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osmotiska trycket i rhizosfären lagrar S. maltophilia föreningen trehalos, medan S. 
rhizophila också producerar glukosylglycerol. Dessa sockerarter lagras intracellulärt 
och skyddar bakterierna mot olika stressfaktorer, såsom torka (Ryan m.fl. 2009). 
 
 Egenskaper hos bakterierna som direkt inverkar på växters tillväxt 
Stenotrophomonas producerar både ämnen, som ökar växters tillväxt (direkt effekt), och 
antimikrobiska föreningar, som skyddar växter för fytopatogener och följaktligen 
inverkar på växters hälsa (indirekt effekt). Bakterierna har konstaterats kunna öka 
tillväxten hos växter genom produktion av växthormonerna IAA och etylen samt genom 
oxidering av svavel till en för växter användbar form (Ryan m.fl. 2009). Däremot är 
informationen om kvävefixering motstridig. Både Park m.fl (2005) och Liba m.fl. 
(2006) fick resultat som tyder på att S. maltophilia är kvävefixerande, medan motsatsen 
har konstaterades av bland andra Dalton m.fl. (2004) och Chowdhury m.fl. (2007). 
Även resultaten kring bakteriernas förmåga att frigöra fosfater är motstridiga. En del 
studier tyder på att S. maltophilia har förmåga att frigöra fosfater (De Freitas m.fl. 
1997), medan andra har rapporterat om resultat av motsatt slag (Liba m.fl. 2006).  
 En ökad tillväxt hos vete, tomat, sallad, söt paprika, melon, selleri och morot har 
konstaterats hos växter som ympats med Stenotrophomonas-stammar i mycket salthaltig 
jord (Ryan m.fl. 2009). Forskning av Suckstorff & Berg (2003) visade att 
Stenotrophomonas-stammar gynnade jordgubbsplantors rottillväxt och mängden rothår. 
Stammarnas tillväxtfrämjande egenskaper var beroende av mängden inokulerade 
bakterier, eftersom endast en specifik koncentration av varje stam kunde inverka 
positivt på jordgubbsplantorna.  Dessutom hade miljöisolaten större tillväxtfrämjande 
effekt i jämförelse med kliniska isolat. 
  
 Bakteriernas förmåga att skydda växter mot fytopatogener 
Talrika studier har bevisat Stenotrophomonas-stammars förmåga att motverka 
växtsjukdomar hos olika grödor orsakade av både svamp- och bakteriepatogener samt 
oomyketer (Nakayama m.fl. 1999, Dunne m.fl. 2000, Banerjee & Yesmin 2002, 
Kobayashi m.fl. 2002, Messiha m.fl. 2007, Taghavi m.fl. 2009). Bakterierna använder 
sig av flera olika mekanismer för att förhindra tillväxten eller aktiviteten hos dessa 
växtpatogener.  
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Både S. maltophilia och S. rhizophila producerar antibiotikorna xanthobaccin, 
maltophilin och alteramid samt flyktiga organiska föreningar (eng. volatile organic 
compound, VOC). Maltophilin ett makrocykliskt laktamantibiotikum som inhiberar 
tillväxten av flera saprofytiska, människopatogena och fytopatogena svampar, men 
saknar effekt mot Gram-positiva och -negativa bakterier (Jakobi m.fl. 1996). 
Xanthobaccin A, B, och C är även de makrocykliska laktamantibiotika som förhindrar 
och hämmar tillväxten av flera fytopatogena svampar, medan ingen inverkan på 
aktinomyketer eller bakterier har kunnat bevisas (Nakayama m.fl. 1999). Olika flyktiga 
organiska föreningar producerade av S. maltophilia och S. rhizophila inhiberar bland 
annat svamppatogenen Rhizoctonia solanis mycelietillväxt med mer än 90 %. Den 
exakta mekanismen hos dessa flyktiga ämnen är dock tillsvidare okänd (Ryan m.fl. 
2009).  
 S. maltophilia –stammar har hög enzymatisk aktivitet, eftersom de producerar 
olika proteaser, kitinaser, glukanaser, DNAser, RNAser, lipaser och lackaser, av vilka 
åtminstone kitinolytiska och proteolytiska enzymer bidrar till bakteriernas förmåga att 
motverka svampar (Ryan m.fl. 2009). Kitinaser kan skydda växter för svamppatogener 
genom att bryta ner svamparnas kitinrika cellvägg och enligt Kobayashi m.fl. (2002) 
kunde kitinaser hos S. maltophilia även utlösa växtens egna försvarsmekanismer genom 
att aktivera dess sjukdomsresistensgener. Proteasenzymer från S. maltophilia kan 
däremot inverka på växtpatogena oomyceter som saknar betydande mängd kitinas i 
cellväggen (Dunne m.fl. 2000). De övriga enzymernas roll i att förhindra patogener är 
tillsvidare oklar (Ryan m.fl. 2009). 
Stenotrophomonas-bakterier kan effektivt fånga sideroforer som producerats av 
andra mikroorganismer, bland annat ferrikrom producerat av svampar. I de 
sekvenserade kliniska och miljöisolatets (S. maltophilia R551-3 och K279a) genom har 
man funnit tiotals gener som kodar för receptorer som aktivt transporterar järn-
siderofor-komplex inuti cellen. En sådan mängd proteiner involverade i transport av 
järn och upptagning av sideroforer påträffas endast i ett begränsat antal organismer och 
tyder på att tävlingen om järn är viktigt bland endofyter. Utöver receptorer för 
järntransport producerar de båda isolaten dessutom sideroforen enterobaktin (Ryan m.fl. 
2009). 
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2.3.3 Bakteriernas potential inom bio- och fytoremediering  
Många Stenotrophomonas-stammar är utöver antibiotika även resistenta mot 
tungmetaller och kan bryta ner en stor mängd skadliga och svårnedbrytbara föreningar, 
både naturligt förekommande och syntetiskt framställda, som existerar i rhizosfären 
(Ryan m.fl. 2009). Den nyligen beskrivna S. chelatiphaga hade till exempel förmåga att 
degradera etylendiamintetraättiksyra (EDTA), som bildar komplex med tungmetalljoner 
och bidrar till betydande miljöförstöring i marker och sediment (Kaparullina m.fl. 
2009). Bakteriernas stora metaboliska aktivitet gällande föroreningar i naturen kan även 
skydda växter mot föreningarnas giftiga effekter (Ryan m.fl. 2009). 
 Många S. maltophilia –stammar är resistenta mot flertalet tungmetaller som till 
exempel kadmium, bly, kobolt, zink, kvicksilver och silver. Dessutom tål en del 
stammar selenit, tellurit, uranylsalter, arsenik, tellurium och koppar (Ryan m.fl. 2009). 
Stenotrophomonas metaboliska egenskaper samt resistens mot diverse gifter kunde 
potentiellt utnyttjas inom bio- och fytoremediering. Inom bioremediering använder man 
sig av bakteriers förmåga att bryta ner skadliga föreningar i syfte att rena förorenad jord, 
medan man inom fytoremediering använder växter och deras rhizosfärbakterier för att 
degradera miljöföroreningar i marken.  
 
2.3.4 Produkter av bioteknologiskt och ekonomiskt värde 
Bakterier av släktet Stenotrophomonas utgör en källa av hittills okända och outnyttjade 
biologiskt aktiva ämnen med möjliga bioteknologiska tillämpningar (Ryan m.fl. 2009). 
Till dessa hör olika antibiotika och framförallt enzymer. Ett lackasenzym, som blekte 
syntetiska färgämnen, isolerades från S. maltophilia (Galai m.fl. 2009). Lackaser har 
bioteknologiska tillämpningar och de används främst inom textilindustrin för att bryta 
ner färgämnen i avloppsvattnet. S. nitritireducens hade förmåga att omvandla linolsyra, 
linolensyra, -linolensyra, oljesyra och stearinsyra till motsvarande 
monohydroxifettsyror, som används som utgångsmaterial i produktion av bland annat 
vaxer, plaster, biopolymerer och nylon samt som prekursorer i framställningen av 
aromföreningar (Yu m.fl. 2008). S. maltophilia producerade två viktiga enzymer för 
framställning av valienamin, som är en stark glukosidasinhibitor och potentiellt kunde 
användas som ny medicin i behandling mot diabetes (Zhang m.fl. 2009). Det första 
renade keratinasenzymet från Gram-negativa bakterier isolerades från S. maltophilia 
(Cao m.fl. 2009). Enzymet kan bryta ner fjädrar, som till över 90 % består av 
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keratinprotein, och kan användas t.ex. för att framställa gödsel och proteintillskott till 
djurfoder av avfall och biprodukter från hönsindustrin. Även proteaser producerade av 
Stenotrophomonas har visat sig vara mycket effektivare än de som idag används inom 
tvättmedelsindustrin (Ryan m.fl. 2009).  
 
2.3.5 Växtassocierade bakterier som potentiella människopatogener 
Opportunistiska eller fakultativa patogener är bakterier som orsakar sjukdom hos 
patienter som är svårt försvagade, har nedsatt immunförsvar eller lider av cystisk fibros 
eller HIV-infektion. En specifik grupp av dessa bakterier är multiresistenta mot 
antibiotika och orsakar s.k. sjukhussjuka. Infektioner orsakade av opportunistiska 
patogener har ökat under de senaste åren bland annat som en följd av en ökning av 
populationer som befinner sig i riskzonen för infektion (Berg m.fl. 2005). 
 Rhizosfären och endosfären är en naturlig livsmiljö för opportunistiska 
patogener. Bland annat släktena Burkholderia, Enterobacter, Herbaspirillum, 
Ochrobactrum, Pseudomonas, Ralstonia, Staphylococcus och Stenotrophomonas 
innehåller stammar som kan växelverka med både växter och människor. En del, t.ex. S. 
maltophilia, existerar i rhizosfären och endosfären hos flertalet växter, medan andra kan 
vara specifika för en viss växtart. Den stora mängden näringsämnen i rhizosfären lockar 
dessa, mycket rhizosfärkompetenta, bakterier, som även kan ha tillväxtfrämjande effekt 
på värdväxten (Guo m.fl. 2002, Berg 2009, Ryan m.fl. 2009). Rhizosfärkompetensen 
beror troligen på att de mekanismer som hos bakterierna ansvarar för kolonisering av 
människovävnader och en patogen livsstil inuti kroppen liknar mekanismerna för 
kolonisering av växter och antagonism mot växtpatogener. Rhizosfärens livliga 
mikrobaktivitet utgör dessutom en lämplig omgivning för horisontell genöverföring av 
t.ex. resistensgener (Berg m.fl. 2005).  
 
 S. maltophilia: både multiresistent rhizosfärbakterie och patogen 
S. maltophilia är den enda av Stenotrophomonas-arterna som även är känd för att vara 
en opportunistisk patogen som kan förorsaka sjukdom hos människor. Bakterierna 
förknippas oftast med bakteremisk infektion och lunginflammation, och de är nästan 
uteslutande sjukhusförvärvade (Looney m.fl. 2009, Ryan m.fl. 2009). Man har 
identifierat tre riskfaktorer för infektion av S. maltophilia i) onormalt lågt antal 
neutrofiler i blodet eller överlag svårt försvagad patient, ii) föremål i kroppen såsom 
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ventileringstuber eller långvariga intravenösa katetrar och iii) flera och/eller långvariga 
kurer av bredspektrumantibiotika.  
Kolonisering. Stenotrophomonas-bakterier har gener som kan hjälpa dem att 
fästa på ytor och bilda biofilmer, varav båda egenskaperna är viktiga både för 
bakteriernas fästning vid epitelceller i andningsvägarna och för kolonisering av föremål 
i kroppen. Bakterier i biofilmer är mer resistenta mot kroppens fagocyter och mot 
antibiotika. Lipopolysackarider i bakteriernas yttre cellmembran, främst lipid A, är 
involverad både i kolonisering och i resistens mot komplementmedierad celldöd. 
Bakterierna har även förmåga att bryta ner proteinkomponenter i kollagen, fibronektin 
och fibrinogen och kan följaktligen bidra till skador i vävnader och blödningar (Looney 
m.fl. 2009, Ryan m.fl. 2009). 
 Toxicitet. S. maltophilia -isolat har cytotoxisk inverkan på människocellinjer 
(HeLa, HEp-2, Vero) in vitro (Figueiredo m.fl. 2006). I musmodeller har man 
konstaterat att S. maltophilia -bakterier starkt stimulerar immunförsvaret men att de 
endast är svagt virulenta. S. maltophilia är även toxisk mot Caenorhabditis elegans –
rundmaskar (Ryan m.fl. 2009). 
 Antibiotikaresistens. Infektioner orsakade av S. maltophilia beror främst på 
bakteriernas naturliga resistens mot många strukturellt olika antimikrobiska ämnen 
såsom karbapenemer, aminoglykosider (bortsett från gentamicin), makrolider, 
tetracyklin, kloramfenikol och äldre kinoloner. Resistensen beror främst på enzymer 
som inaktiverar antibiotika, på proteiner (främst SmeDEF) som pumpar ut antibiotika ur 
cellen och Qnr-proteiner, som bidrar till resistensen mot kinoloner. Den yttre 
cellmembranens låga permeabilitet räknas även som en viktig resistensfaktor 
(Hernández m.fl. 2009, Looney m.fl. 2009, Ryan m.fl. 2009). Bakterierna utvecklar 
genom mutationer snabbt resistens även mot nyare antibiotika. Mutationsfrekvensen hos 
kliniska S. maltophilia -isolat är hög i jämförelse med miljöisolat, vilket indikerar att en 
klinisk omgivning väljer bakteriepopulationer med hög mutationsfrekvens (Turrientes 
m.fl. 2010). Spridningen av resistensgener genom mobila element (transposoner, 
integroner och plasmider) inverkar utöver hög mutationsfrekvens på ökad resistens hos 
bakterierna (Ryan m.fl. 2009, Turrientes m.fl. 2010). Antibiotikumet trimethoprim-
sulfametoxazol används i dag i behandlingen av infektioner orsakade av S. maltophilia 
(Ryan m.fl. 2009). 
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 Bergänsningar i användningen av ymper med endofytiska bakterier  
Förekomsten av potentiella patogener i rhizosfären och endosfären tyder på att det krävs 
noggrann selektion och evaluering av riskerna hos varje potentiell ympstam före 
användning utanför laboratorieförhållanden. Genom att studera genetiska likheter 
mellan patogena och endofytiska stammar kan det i framtiden bli möjligt att förutspå 
PGP-ympers patogena potential. En del kliniska och miljöisolat av S. maltophilia har till 
exempel extremt hög genetisk homologi och gener som är kända för att vara 
involverade i en patogen livsstil har även hittats hos isolat från växter (Iniguez m.fl. 
2005, Berg 2009). Rosenblueth & Martínez-Romero (2006) menar däremot att, trots 
skillnader mellan växtassocierade och patogena stammar, kan deras nära genetiska 
släktskap möjligen resultera i horisontell överföring av virulensgener från de patogena 
till de endofytiska stammarna. 
 
2.4 Baljväxtträdet Calliandra calothyrsus Meisn.  
 
Calliandra calothyrsus Meisn. är ett 2-12 m högt, snabbväxande baljväxtträd 
(Fabaceae), som hör till underfamiljen Mimosoideae. Det fleråriga trädet är inhemskt i 
fuktiga och halvfuktiga tropiska områden i Centralamerika och Mexico. Dess 
utbredningsområde sträcker sig från Mexicos västkust genom Belize, Guatemala, 
Honduras, El Salvador, Nicaragua och Costa Rica till centrala Panama (Bild 4) 
(Pottinger 2003).  
Calliandra introducerades från Guatemala till Indonesien år 1936 för att på höga 
och fuktiga områden ersätta det inom jordbruk traditionellt använda baljväxtträdet 
Leucaena leucocephala, eftersom den massiva fröproduktionen och rotväxten hos L. 
leucocephala ansågs problematiska. I Indonesien användes Calliandra först främst som 
skugga på kaffeodlingar, men visade sig senare i sur jord utklassa övriga 
baljväxtträdarter som användes inom jordbruket, vilket ledde till ett ökat vetenskapligt 
intresse. Därför infördes på 1980-talet i Indonesien ett planteringsprogram för 
Calliandra, vilket lett till att den totala arealen planterade växter år 1996 uppgick till 
500 000-1 000 000 ha (Palmer 1998, Pottinger 2003). 
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Bild 4. Calliandra calothyrsus Meisn. naturliga utbredningsområde i Centralamerika sträcker 
sig från Mexicos västkust till centrala Panama. Modifierad från Macqueen och Hernández 
(1997). 
 
 
Intresset för Calliandra uppkom även i andra länder. Från Indonesien spreds växten 
under 1980-talet till andra tropiska områden i bl.a. Sydostasien, Afrika, Australien, 
Hawaii, Nya Kaledonien, Brasilien och Colombia för olika forskningsesexperiment och 
för utvärdering. Växten visade sig vara fördelaktig i områden där andra 
universalträdarters (eng. multipurpose tree) tillväxt var begränsad på grund av olika 
orsaker. Bland annat den omfattande förstörelsen av L. leucocephala av lusen 
Heteropsylla cubana drev på sökandet av andra lämpliga tropiska trädarter och jämnade 
väg för Calliandra (Macqueen m.fl. 2001, Pottinger 2003). 
 
2.4.1 Växtens biologi och ekologi  
Calliandra är ett buskartat träd bestående av en eller flera stammar, vilkas diameter kan 
uppgå till 30 cm. Växten blir normalt 4-6 m hög men kan under fördelaktiga 
förhållanden uppnå en höjd på 10-12 m. Den har ett tätt bladverk, vars blad är dubbelt 
parbladiga och skiftesvis sittande (Bild 5). Löven kan bli 20 cm långa och 15 cm breda 
och vecklas ihop mot stammen under natten. Blommorna är röda och fröbaljorna 
utvecklas under 2-4 månader. Mogna, bruna fröskidor är 14 cm långa, 2 cm breda och 
innehåller vanligtvis 8-12 frön (Palmer 1998). 
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Bild 5. Calliandra calothyrsus Meisn. Källa: www.semillas.de/es/calliandra_calothyrsus.html. 
 
 
Calliandra trivs längs med flodbanker och vägrener. Trädet växer långsamt i början av 
dess livscykel, men kan senare övergå i kraftigt tillväxt och uppnå en längd på 3,5 m på 
6 månader. I fuktiga områden är trädet evigt grönt, medan den delvis fäller sina löv i 
områden med lång torrperiod. Blommorna pollineras i dess naturliga växtområden av 
svärmare och fladdermöss av släktet Glossophaga (Palmer 1998). 
I dess naturliga utbredningsområden växer Calliandra på höjder upp till 1860 m 
över havsytan på områden där den årliga nederbörden varierar mellan 700-3000 mm 
och där den månatliga, genomsnittliga dagstemperaturen ligger mellan 24-28 °C och 
nattemperaturen mellan 18-24 °C. Växten verkar tåla även kallare klimat eftersom den 
förekommer ända upp till 1800 m ovanför havsytan. Calliandra växer väl på en lång rad 
olika jordtyper från bördig, vulkanisk lerjord till surare och sandigare lera. Den är 
tydligt lämpad för de lätt sura, vulkaniska jordmånarna som är vanligt förekommande i 
fuktiga och halvfuktiga tropiker i Sydostasien. I dessa områden kan den årliga 
nederbörden ligga mellan 2000-4000 mm. Växten klarar dåligt av torka, men växer 
även sämre i dåligt dränerad jord (Palmer 1998). 
 
2.4.2 Calliandra – ett kvävefixerande träd 
Calliandra-växter kan forma rotknölar och fixera kväve (N2) i symbios med rhizobier. I 
likhet med de flesta andra baljväxtträd kan de noduleras av en stor diversitet både 
effektiva och ineffektiva rhizobier. Forskningsresultat av Bala m.fl. (2003) indikerar att 
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Calliandra främst noduleras av snabbväxande rhizobier. Växterna har också förmåga att 
ingå i symbiotiskt förhållande med arbuskulärmykorrhizor, främst för att få större 
tillgång till fosfor på näringsfattiga marker (Odee m.fl 2003).  
Calliandras symbionter har visat sig vara allmänt förekommande i marken på 
tropiska områden. Symbionternas effektivitet och diversitet undersöktes i stor 
omfattning under åren 1998-2002 i samband med ett EU-projekt med syftet att hitta 
effektiva stammar för användning som ymper vid jordbruk (Pottinger & Lesueur 2003). 
Majoriteten av de identifierade rhizobiestammarna, som hade förmåga att bilda 
rotknölar och fixera kväve i symbios med Calliandra, tillhörde arten Rhizobium tropici. 
De övriga stammarna identifierades som Sinorhizobium meliloti, Sinorhizobium sp. och 
Rhizobium etli (Dresler-Nurmi m.fl. manuskript).  
Det har rapporterats om att samtidig inokulering av effektiva rhizobie- och 
mykorrhizastammar i växthusförhållanden eller jord med låga mängder och/eller 
ineffektiva naturliga symbiontstammar har en positiv inverkan både på Calliandras 
tillväxt, torrvikt och kvävefixering (Ingleby m.fl 2003, Odee m.fl. 2003, Odee m.fl. 
2008). Beprövat effektiva stammar ger dock inte nödvändigtvis samma resultat i jord 
med aktiva populationer av naturligt förekommande symbionter som är anpassade till 
jordens specifika egenskaper (Lesueur 2008).  
 
2.4.3 Calliandras användningsområden 
Utnyttjandet av Calliandra har varit begränsat i de områden som den härstammar från 
eftersom baljväxtträden L. leucocephala och Gliricidia septum, vars naturliga 
utbredningsområden delvis sammanfaller med Calliandras, har gynnats i användningen 
inom jordbruk. Calliandras möjligheter uppdagades därför främst först efter att växten 
framgångsrikt introducerats till nya områden (Pottinger 2003). I förorden till EU-
rapporten “Evaluation and use of the biodiversity of the microsymbionts of Calliandra 
calothyrsus to optimise fodder production within small-scale farming systems in the 
humid zone” (Pottinger & Lesueur 2003) konstateras att växten i Centralamerika och 
Afrika blivit en av de mest lovande växter som används inom trädjordbruk (eng. 
agroforestry), vilket betyder bruket av träd i jordbrukssystem. 
Trävirket av Calliandra har högt värmevärde och är därför högklassig ved. Dess 
fuktinnehåll är även lägre än hos många andra träd och kräver således kortare 
torkningstid. På erosionsbenägna områden kan Calliandra användas för att stabilisera 
jordmånen med sina djupa, lateralt växande rötter. Växten har förmåga att växa i olika 
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jordtyper och är speciellt betydelsefull i sur jordmån där andra träd växer dåligt (Palmer 
m.fl. 1998, Pottinger 2003). 
Jorden i tropiska områden kännetecknas ofta av brist på kväve och fosfor. Den 
kvävefixerande Calliandra har därför också använts som s.k. gröngödsling, för att 
förbättra näringsfattiga odlingsmarkers bördighet och följaktligen för att förbättra 
produktiviteten inom jordbruket. När kvävefixerande växter dör eller fäller sina blad 
frigörs det av växten upptagna och fixerade kvävet i marken där kan utnyttjas av övriga 
växter. Den relativt höga halten tanniner i löven inverkar dock på 
nedbrytningshastigheten, vilket minskar dess värde som gröngödsling. Calliandra-träd 
används även som skugga på kaffe- och teodlingar och som mellangröda (eng. 
intercrop). Växten utnyttjas även i mindre skala för honungs- och schellacsproduktion  
(Palmer m.fl. 1998, Macqueen m.fl. 2001, Pottinger 2003). 
Det dominerande användningsområdet är foder för idisslande boskap, främst 
kor, getter och får. Calliandra-träd producerar stora mängder blad, vars proteininnehåll 
är högt jämfört med tropiska gräsväxter och en del andra baljväxter. Bladen har högt, 
dock varierande, näringsvärde och används både som färska och lufttorkade främst som 
billigt supplement till näringsfattigt foder (Macqueen m.fl. 2001, Odee m.fl. 2003, Odee 
m.fl. 2008). Palmer och Ibrahim (1996) konstaterade att tillägg av färska Calliandra-
blad i en diet av låg kvalité resulterade i en ökning av vikten hos får (52 g/dag) från att 
tidigare ha gått ner -27 g/dag. Studier tyder även på att bönder på små jordbruk i Afrika 
kan spara upp till 150 dollar per år, vilket betyder cirka 10 % av den totala inkomsten, 
genom att ersätta annat foder med Calliandra-löv (Macqueen m.fl. 2001). 
Ympning av växterna med rhizobie- och mykorrhizastammar har även visat sig 
inverka på foderkvalitén i form av ökade fosfor-, mangan-, järn-, kol- och natriumhalter 
(Odee m.fl. 2008). På näringsinnehållet inverkar också växtförhållanden, växtens 
proveniens och beskärningsfrekvens. Den använda växtens proveniens inverkar även på 
dess tillväxt (Macqueen m.fl. 2001, Odee m.fl. 2003, Odee m.fl. 2008). 
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3 BAKGRUNDEN TILL MITT PRO GRADU –ARBETE 
  
3.1 Isoleringen av rhizobiesymbionter från Calliandras rotknölar 
 
Under det EU-finansierade INCO-projektet (1998-2002) “Evaluation and use of the 
biodiversity of the microsymbionts of Calliandra calothyrsus to optimise fodder 
production within small-scale farming systems in the humid zone” insamlades rotknölar 
från C. calothyrsus Meisn. –växter på 30 olika orter i Honduras, Nicaragua, Costa Rica, 
Guatemala och Mexiko i Centralamerika, Kamerun och Kenya i Afrika och Nya 
Kaledonien, som är en till Frankrike hörande ögrupp belägen öster om Australien, med 
syftet att hitta effektiva rhizobier (Bild 6). På varje ort insamlades upp till 120 stycken 
rotknölar från mellan åtta och tolv enskilda träd. De insamlade och steriliserade 
rotknölarna krossades och användes till att i växthus inokulera nya C. calothyrsus –
plantor i s.k. ”trapping experiment” (eng.). Dessa utfördes i Senegal där man använde 
två olika provenienser av Calliandra, Flores och San Ramón. Efter två månader 
plockades rotknölar från plantorna och ur dessa isolerades rhizobier för upprättandet av 
en kollektion av rhizobiesymbionter. För att skilja åt snabbväxande från långsamt 
växande stammar odlades bakterierna på jästextrakt mannitol -agar (YEM, yeast extract 
mannitol) med tillsats av färgen bromotymolblå, som fungerar som pH-indikator 
(Lesueur m.fl. 2001). Snabbväxande rhizobier producerar syra som får pH-indikatorn i 
mediet att byta färg till gul-orange, medan den blåa färgen vid pH över 7 är 
kännetecknande för långsamt växande, alkaliproducerande rhizobier. 
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Bild 6. Under det EU-finansierade INCO-projektet (1998-2002) “Evaluation and use of the 
biodiversity of the microsymbionts of Calliandra calothyrsus to optimise fodder production 
within small-scale farming systems in the humid zone” insamlades rotknölar från Calliandra 
calothyrsus Meisn. –växter på 30 olika orter i Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Guatemala och 
Mexiko i Centralamerika, Kamerun och Kenya i Afrika och i ögruppen Nya Kaledonien som 
hör till Frankrike. Modifierad från Dresler-Nurmi m.fl., manuskript. 
 
 
3.2 Identifiering av Stenotrophomonas-stammarna och deras egenskaper 
 
Rhizobiekollektionen sändes för släktbestämning till Kvävegruppen vid Institutionen 
för tillämpad kemi och mikrobiologi vid Helsingfors universitet. På basen av 16S-
rRNA-RFLP och sekvensering av 16S-rRNA-genen framkom att en del av de 
bakteriestammar, som i Senegal identifierats som långsamt växande Bradyrhizobium-
stammar, i själva verket hörde till släktet Stenotrophomonas (Dresler-Nurmi m.fl. 
2003). De uppkomna, sinsemellan likadana 16S-rRNA-RFLP-profilerna var identiska 
med motsvarande profil för referensstammen S. maltophilia DSM 50170. 16S-rRNA-
RFLP-profilen för referensstammen S. rhizophila DSM 14405 var däremot tydligt 
annorlunda både i jämförelse med de från Calliandra isolerade Stenotrophomonas-
stammarna och S. maltophilia DSM 50170. 
Utöver 16S-rRNA-genen undersöktes stammarnas ITS (eng. internal transcribed 
spacer) –region. ITS–regionen är en icke-proteinkodande del av bakteriekromosomen 
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belägen mellan de ribosomala 16S- och 23S-rDNA-generna. Den innehåller mycket 
varierande segment och kan därför användas för att skilja åt närbesläktade stammar 
(Rodriguez-Valera & Garcia-Martinez 2000, D‟Auria, m.fl. 2006). Storleken på de 
identifierade Stenotrophomonas-stammarnas ITS-region var 600-650 bp och de 
uppvisade alla identiska ITS-RFLP-profiler efter digestion med restriktionsenzymerna 
HaeIII och MspI. Profilerna skiljde sig från de använda referensstammarnas, S. 
maltophilia DSM 50170 och S. rhizophila DSM 14405, ITS-RFLP-profiler.  
För att undersöka stammarnas genetiska diversitet gjordes en AFLP-analys av en 
del av Stenotrophomonas-stammarna med restriktionsenzymerna och primrarna EcoRI 
och MseI, som ger upphov till relativt få band och tidigare har fungerat på önskat vis 
både för rhizobier och för andra bakterier. Dessa primrar kunde dock inte skilja åt 
stammarna, utan de uppkomna AFLP-profilerna var identiska för alla testade 
Stenotrophomonas-stammar. Eftersom de från Calliandra isolerade Stenotrophomonas-
stammarna på basen av 16S-rRNA-RFLP, ITS-RFLP och AFLP-analys var genetiskt 
väldigt lika och eftersom det även förekom osäkerhet beträffade användningen av 
steriliserad jord i de s.k. trapping-experimenten som utfördes i Senegal, uppkom 
misstankar om att Stenotrophomonas-stammarna hade samma ursprung istället för att 
härstamma från Calliandras rotknölsprover från olika delar av Centralamerika och Nya 
Kaledonien.  
De flesta av Stenotrophomonas-stammarna bestod vid identifieringen av två 
olika typer av kolonier, orangefärgade och röda, vilka antogs vara fasvariationer av 
samma stam. Bland växtassocierade bakterier kan fasvariation inverka på bakteriers 
kolonisering av rötter och deras tillväxtfrämjande egenskaper (van den Broek m.fl. 
2005, Wisniewski-Dyé & Vial 2008). 
Växtförsök med Calliandra-plantor och Stenotrophomonas-stammar gjordes i 
axeniska förhållanden. Många av stammarna visade sig inducera vita, icke 
kvävefixerande tumör- eller rotknölsliknande strukturer på växternas rötter. Ympning 
av båda fasvariationerna tillsammans gav i vissa fall upphov till ett större antal rotknölar 
och även kvävefixering konstaterades hos en del av de växter där det uppkommit 
rotknölar. Intressant var att en del av de ur växtförsöken omisolerade stammarna 
uppvisade förändrad kolonimorfologi, från torra och små till slemproducerande 
kolonier. Stenotrophomonas-bakterier isolerades utöver rotknölar även från 
ytsteriliserade Calliandra-rötter och –stammar i växtförsöket. 
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4 ARBETETS SYFTE OCH FRÅGESTÄLLNINGAR 
 
Trots tidigare undersökningar för att klarlägga de från Calliandra isolerade 
Stenotrophomonas-stammarnas egenskaper kvarstod frågor angående deras art, 
ursprung och funktion. Målsättningen med mitt pro gradu -arbete var att försöka besvara 
frågorna genom att utnyttja molekylärbiologiska metoder, odlingsberoende enzymatiska 
och biokemiska metoder samt växtförsök.  
Syftet med mitt arbete var specifikt att undersöka 
i) stammarnas arttillhörighet, 
ii) om stammarna har samma ursprung, 
ii) om det finns andra skillnader än koloniutseende mellan fasvariationer av 
samma stam, 
iv) om de har tillväxtfrämjande (plant growth promoting, PGP) egenskaper eller 
annan fördelaktig inverkan på växter, och 
v) likt rhizobier har förmåga att inducera uppkomsten av rotknölar. 
 
Bestämning av stammarnas art. För att besvara frågan om Stenotrophomonas-
stammarna tillhörde en ny Stenotrophomonas-art eller någon av de tidigare beskrivna 
arterna som konstaterats vara associerade med växter, S. maltophilia, S. rhizophila eller 
S. pavanii, använde jag amplifiering av smeD-genen. smeD är en av generna som kodar 
för antibiotikaresistenspumpen SmeDEF och amplifiering av genen gör det möjligt att 
skilja åt S. maltophilia från den med enbart växter associerade S. rhizophila (Ribbeck-
Busch m.fl. 2005). 
Stammarnas diversitet. För att få klarhet i Stenotrophomonas-stammarnas 
ursprung undersökte jag deras genetiska diversitet med AFLP (amplified fragment 
length polymorphism) –fingerprinting som grundar sig på hela genom och med vilken 
det är möjligt att skilja åt bakteriestammar från varandra. I arbetet användes ApaI- och 
TaqI –restriktionsenzymer och -primrar som ger upphov till ett stort antal åtskiljda 
band. Hypotesen var att den genetiska diversiteten mellan Stenotrophomonas-
stammarna är stor om de härstammar från olika geografiska regioner. 
Skillnader hos fasvariationer.  Med hjälp av kommersiella API-test för 
bakterieidentifikation undersökte jag om det fanns skillnader mellan Stenotrophomonas-
stammarnas två faser gällande enzymatiska egenskaper samt förmåga att använda olika 
kol- och energikällor. 
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Tillväxtfrämjande egenskaper. Stenotrophomonas-stammarnas PGP-
aktiviteter utredde jag in vitro främst genom odling av stammarna på agarplattor 
innehållande olika substrat. För att undersöka stammarnas förmåga att fixera kväve 
undersökte jag förekomsten av nif-gener (nifH och nifD) för kvävefixering med hjälp av 
PCR-amplifiering och sekvensering av uppkomna PCR-produkter. Genom växtförsök i 
växthus undersökte jag däremot stammarnas inverkan på växter, i detta fall på 
buskbönans (Phaseolus vulgaris) och getärtens (Galega orientalis) tillväxt och 
rotknölsbildning, när dessa odlades i näringsfattig såtorv. Dessa baljväxtarter valdes på 
grund av att buskbönan är en annuell matväxt (underfamilj Papilionideae) som bildar 
rotknölar med av en mångfald av rhizobier, medan getärten (underfamilj Papilionideae) 
är en flerårig foderväxt, som växer i tempererat klimat och har konstaterats vara extremt 
specifik vad gäller rhizobiesymbionter. 
Stenotrophomonas-stammarna ympades i växtförsöket även tillsammans med 
positiva rhizobiumkontroller, för att granska om Stenotrophomonas-bakterier kan 
fungera som ”hjälpbakterier”, som har förmåga att inverka positivt på och effektivera 
rhizobie-baljväxt-symbiosen.  
Inducering av rotknölar. För att utreda huruvida Stenotrophomonas-
stammarnas genetiska förutsättningar att likt rhizobier inducera uppkomsten av 
rotknölar hos baljväxter, undersökte jag förekomsten av nod-gener (nodA och nodC) för 
knölbildning med hjälp av PCR-amplifiering och specifika primers samt sekvensering 
av uppkomna PCR-produkter. Uppkomsten av rotknölar hos värdväxten Calliandra 
efter ympning med Stenotrophomonas-stammar undersökte jag genom växtförsök i 
koloniseringsrör innehållande steriliserad sand. 
Användningen av bakterier märkta med markörgener möjliggör studerandet av 
olika stadier i rotkolonisering och rotknölsbildning samt konkurrensen mellan rhizobier 
och endofyter (Stuurman m.fl. 2000, Germaine m.fl. 2004). För att visuellt med hjälp av 
mikroskop undersöka om de ympade Stenotrophomonas-bakterierna likt rhizobier har 
förmåga att kolonisera rotytan, deformera rothår och bilda infektionstrådar i rothåren, 
planerades att märka utvalda stammar med fluorescerande protein, t.ex. gfp (eng. green 
fluorescent protein), eller genen för β-glukuronidas (gusA). Användningen av märkta 
bakterier skulle göra det möjligt att upptäcka bakteriernas kolonisering av växten och 
således ge information om förhållandet mellan värdväxten och bakterierna. Möjligheten 
att använda olika färgade fluorescerande proteiner samtidigt kunde ge insikt i 
bakteriernas funktion och beteende tillsammans med rhizobier. Inokulering av en 
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Stenotrophomonas- och rhizobiumstam tillsammans, märkta med olika fluorencerande 
gener, kunde även ge svar på huruvida Stenotrophomonas-stammarna koloniserar 
rotknölar. 
 
 
5 MATERIAL OCH METODER 
 
5.1 Bakteriestammar 
 
I detta arbete användes både Stenotrophomonas-originalstammar, som isolerats från 
olika länder i Centralamerika och Nya Kaledonien under INCO-projektet, och stammar 
som omisolerats ur Calliandra-växter ympade med originalstammar under växtförsök i 
Helsingfors (Bild 7 och Tabell 4). Alla stammar hade förvarats i 20 % (v/v) glyserol i -
70 °C. Isolerat DNA från Stenotrophomonas-stammarna fanns att tillgå från experiment 
gjorda av Gülhan Tunç år 2007. Det isolerade DNA:t hade förvarats i -20 °C.  
De lyofiliserade referens- och kontrollstammarna (Tabell 5) samt de vid 
märkningarna använda Escherichia coli –stammarna (Tabell 9), bortsett från E. coli  S-
17.1 (pHRGFPGUS), härstammade från HAMBI-mikrobsamlingen vid Institutionen för 
tillämpad kemi och mikrobiologi, Avdelningen för mikrobiologi, Helsingfors 
universitet. E. coli S-17.1 (pHRGFPGUS) gavs vänligen av Fábio O. Pedrosa från 
Universidade Federal do Paraná (UFPR), Brasilien. 
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Bild 7. Schema som visar ursprunget för Stenotrophomonas-originalstammar, som isolerats från 
olika länder i Centralamerika och Nya Kaledonien, och Stenotrophomonas-stammar, som 
omisolerats ur Calliandra calothyrsus under växtförsök i Finland (Tabell 4). 
 
 
5.1.1 Odling och långtidsförvaring av stammarna  
Stammar som förvarats i -70 °C inkuberades i 5 ml trypton-jästextrakt (TY) -buljong 
och på jästextrakt-mannitol (YEM) -agar och TY-agar i +30 °C, varefter de 
inokulerades på YEM med kongorött. De lyofiliserade Stenotrophomonas- och 
Rhizobium- stammarna uppväcktes genom odling i YEM-buljong och på YEM- och 
TY-agar i +30 °C och E. coli -stammarna i Luria Bertani (LB) -buljong med och utan 
selektiv antibiotika i +37 °C. Alla använda mediers sammansättning finns i Bilaga 1. 
Stenotrophomonas- och rhizobiestammarna odlades, såvida annat inte anges, i 
+30 °C på YEM-medium innehållande kongorött. Stammarna förvarades i 
rumstemperatur och ströks på nya agarplattor en gång i månaden. E. coli –stammarna 
HAMBI 2568 och HAMBI 2569 odlades på LB–medium med gentamicin (10 g/ml). 
E. coli HB101 och E. coli S-17.1 (pHRGFPGUS) odlades på LB-medium med 
kanamycin (25 g/ml i buljong och 50 g/ml på fast medium). E. coli HAMBI 2178 
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odlades på LB-medium innehållande ampicillin (50 g/ml). Alla E. coli –stammar 
odlades i +37 °C och förvarades i +4 °C. 
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Tabell 4. De använda Stenotrophomonas-originalstammarna som isolerats från Calliandra 
calothyrsus Meisn. rotknölar i olika länder i Centralamerika och Nya Kaledonien samt de 
stammar som isolerats ur rotknölar från plantor ympade med originalstammar vid växtförsök i 
Helsingfors (Bild 7). 
 
*) Nästan alla originalstammar uppvisade fasvariation vid identifiering och indelades därför i 1 och 2. 
†
) Red och slimy syftar på koloniernas utseende, medan ROS syftar på att tre stammar med olika 
koloniutseende (röd, orange, slemmig) kombinerats i växtförsöket. 
Stam Land Område Celler DNA
Originalstammar:*
CCH 35/1 Honduras La Ceiba Flores x x
CCH 35/2 x
CCM 18/1 Mexico Playa Azul Flores x x
CCM 18/2 x x
CCM 26/2 Mexico Plan del Rio Flores x x
CCG 8D/1 Guatemala Cuyata San Ramon x x
CCG 8D/2 x
CCG 16 Guatemala Cuyata Flores x x
CCG 37/1 Guatemala Patulul Flores x x
CCG 37/2 x x
CCG 57/1 Guatemala San Ramon x x
CCG 57/2 x x
CCN 29 Nicaragua San Ramon San Ramon x x
CCN 40/1 Nicaragua San Ramon Flores x x
CCN 57 Nicaragua Santo Tomes Flores x x
CCCR 9/1 Costa Rica Turrialba Flores x x
CCCR 9/2 x x
CCCR 25/2 Costa Rica Fortuna Flores x x
CCCR 38/1 Costa Rica San Isidro Flores x x
CCCR 38/2 x x
CCNC 53/1 Nya Kaledonien Ile de Maré San Ramon x x
CCNC 53/2 x x
CCNC 63/2 Nya Kaledonien Flores x x
CCNC 67/1 Nya Kaledonien Flores x x
CCNC 67/2 x x
CCNC 87/1 Nya Kaledonien Port Laguerre Flores x x
CCNC 87/2 x x
CCNC 92/2 Nya Kaledonien Port Laguerre Flores x x
CCNC 97/1 Nya Kaledonien Port Laguerre Flores x x
CCNC 97/2 x x
Isolat ur växtförsök i Finland:
†
CCG 57 Red B3 Guatemala x
CCG 57 Red B7        '' x
CCG 57 Slimy A5        '' x
CCG 57 Slimy B1        '' '' x
CCG 57 Slimy B3        '' '' x
CCG 57 Slimy B5        '' '' x
CCG 57 ROS 1A        '' '' x
CCG 57 ROS 3        '' '' x x
CCG 57 ROS 5        '' '' x
CCG 57 ROS 7        '' '' x
CCG 57 Slimy 1        '' '' x x
CCG 57 Slimy 2        '' '' x x
CCNC 67/1 3 Nya Kaledonien '' x
CCNC 67/1 7        '' '' x
CCNC 67/1 9        '' '' x
Santa Maria de 
Jesus
Champs de Bataille
Champs de Bataille
Geografiskt ursprung
Kodera 
Forest, Ex 
San Ramon
Calliandra 
proveniens
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För långtidsförvaring odlades Stenotrophomonas-stammarna i 3 ml YEM-buljong (1 d, 
+30 °C, 120 rpm) varefter bakterieodlingarna förvarades i 20 % (v/v) glycerol 
(ultrapure, MP Biomedicals, Frankrike) i kryorör och frystes ner i -80 °C för senare 
användning. 
 
 
Tabell 5. De använda Stenotrophomonas-referensstammarna och positiva Rhizobium-
kontrollstammarna vid växtförsöken. 
 
 
5.2 Molekylärbiologiska metoder 
 
5.2.1 PCR-amplifiering och sekvensering av PCR-produkter 
PCR (polymerase chain reaction) användes för att amplifiera 16S-rRNA-genen, gener 
för rotknölsbildning, nodA och nodC,gener för kvävefixering, nifH och nifD, en av 
generna som kodar för antibiotikaresistenspumpen SmeDEF, smeD, samt ITS-regionen. 
De använda primrarna och polymerasenzymerna är uppräknade i Tabell 6. PCR-
reaktionerna utfördes med två olika DNA-polymerasenzym, DyNAzyme™ II 
(Finnzymes, Finland) och Phusion
® 
(Finnzymes, Finland). Reaktionsblandningarna för 
de ifrågavarande DNA-polymerasen syns i Tabell 7 och de använda PCR-programmen 
för varje primerpar finns i Bilaga 3. För PCR-amplifieringarna användes PTC-200 
Peltier Thermal Cycler (MJ Research, USA) och Mastercycler gradient (Eppendorf, 
Tyskland). Olika gener amplifierades även direkt från celler (4.2.2 Koloni-PCR). 
 
 
 
 
 
 
 
 
DSM 50170 HAMBI 2659 Stenotrophomonas England Lungsäcksvätska x x Hugh & Ryschenko (1961)
maltophilia
DSM 11405 HAMBI 2968 Stenotrophomonas Tyskland Rapsväxtens rhizosfär x x Wolf m.fl. (2002)
rhizophila
HAMBI 540 Rhizobium galegae Finland Galega orientalis x Lindström (1989)
bv. orientalis
CIAT 899 HAMBI 1163 Rhizobium tropici Sydamerika Phaseolus vulgaris  L. x Martínez-Romero m.fl. (1991)
CCN 28 HAMBI 2838 Rhizobium tropici Nicaragua Calliandra calothyrsus x Dresler-Nurmi m.fl. (man.)
Isolering/Värdväxt Celler DNA Referens
Ursprungs-
land
Annan kod ArtStam
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Tabell 6. I PCR-reaktionerna använda primerpar, deras sekvenser, storleken på de amplifierade 
DNA-fragmenten och använda DNA-polymerasenzym. 
 
 
*) R= A eller G, W= A eller T, N= A, T, C eller G, Y= C eller T, H= A, C eller T, K= G eller T, S= C 
eller G, X= inosin. Primerparen härstammar från TAG Copenhagen (Danmark).  
Deg. syftar på degenererade primersekvenser. 
 
 
Sekvensering av amplifierade genfragment gjordes vid Biotekniska Institutets DNA-
sekvenseringslaboratorium (Helsingfors universitet). Som primrar vid sekvenseringarna 
användes samma primerpar som använts vid PCR-amplifieringarna: nodA-1 och nodA-
2 för nodA-genprodukter, nodC-F och nodC-I för nodC-genprodukter samt nifH-F och 
nifH-I för nifH-genprodukter. Av 16S-rRNA-genen sekvenserades cirka 500 bp från 
början av genen med pDr-primern. De erhållna sekvenserna jämfördes med existerande 
gensekvenser ur NCBI:s (National Center for Biotechnology Information) GenBenk-
databas med BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) -programmet (Altschul m.fl. 
1990). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gen Primerpar Sekvens* Storlek (bp) Referens DNA-polymeras
16S fD1 5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3' 1500 Weisburg m.fl., 1991 DyNAzyme™ II
rD1 5'-AAG GAG GTG ATC CAG CC-3'
ITS FGPS 1490-725'-TGC GGC TGG ATC CCC TCC TT-3' 1100-1400 Normand m.fl., 1992 DyNAzyme™ II
FGPL 132' 5'-CCG GGT TTC CCC ATT CGG-3'
nodA nodA-1 5'- TGC RGT GGA ARN TRN NCT GGG AAA-3' 660 Haukka m.fl., 1998 DyNAzyme™ II
nodA-2 5'-GGN CCG TCR TCR AAW GTC ARG TA-3'
nodC nodC-F 5'-AYG THG TYG AYG ACG GTT-3' 930 Laguerre m.fl., 2001 Phusion®
nodC-I 5'-CGY GAC AGC CAN TCK CTA TTG-3'
nifH nifH-I 5'-AGC ATC TCY TCS AGY TCN TCC A-3' 780 Laguerre m.fl., 2001 Phusion®
nifH-F 5'-TAC GGN AAR GGS GGN ATC GC AA-3'
Zehr-nifHf 5'-TGY GAY CCN AAR GCN GA-3' 390 Zehr & McReynolds, 1989 Phusion®
Zehr-nifHr 5'-AND GCC ATC ATY TCN CC-3'
nifD nifD-2f 5'-CAT CGG XGA CTA CAA YAT YGG YGG-3' 680 Fedorov m.fl., 2008 DyNAzyme™ II 
nifD-1r 5'-CCC AXG ART GCA TYT GXC GGA A-3'
smeD smeD3 5'-CCA AGA GCC TTT CCG TCA T-3' 150 Alonso & Martinez, 2001 DyNAzyme™ II 
smeD5 5'-TCT CGG ACT TCA GCG TGA C-3'
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Tabell 7. Reagenser och dess koncentrationer i en 50 μl:s PCR-reaktionsblandning för DNA-
polymerasenzymen  DyNAzyme™ II och Phusion®. Reaktionsbuffertarna och dNTP Mix:en var 
tillverkade av Finnzymes (Finland). 
 
 
 
 
 Analysering och fotografering av PCR-produkter 
Alla PCR-produkter analyserades i 1,5 %:ig (w/v) agarosgel (EMRO10500, GellyPhor; 
Euroclone, Storbritannien) som var gjord i 1x TAE-buffert och innehöll 0,2 g/l 
etidiumbromid. I gelen pipetterades en blandning av 5 l PCR-produkt och 5 l utspädd 
färg (2X Loading Dye Blue/Orange; Promega, USA) (Bilaga 2). Som buffert användes 
0,5x TAE och som storleksstandard 10 l utspädd pGEM DNA Markers (Promega, 
USA) (Bilaga 2). Agarosgelen analyserades, om annat inte anges, i 1 h med 100 V:s 
ström. Gelen fotograferades i UV-ljus med Bio-Rad Universal Hood II (USA) eller 
Kodak DC290 (USA) och analyserades med programmen Bio-Rad Quantity One v. 
4.6.7 eller Kodak Molecular Imaging Software v. 4.0.5.  
 
5.2.2 Koloni-PCR  
För koloni-PCR krävs ingen DNA-isolering, utan bakterieceller används direkt som 
templat i genamplifieringen. För PCR-reaktionen användes unga bakterieodlingar som 
växt 2-3 d på YEM med kongorött. Cellmaterial från en koloni suspenserades i 20 l 
sterilt vatten i ett Eppendorf-rör. Ur denna suspension användes 1 l som templat för 
PCR-reaktionen. Reaktionsblandningen gjordes enligt tidigare anvisningar (4.2.1 PCR-
amplifiering och sekvensering av PCR-produkter). Som DNA-polymeras användes 
DyNAzyme™ II, eftersom det visade sig fungera bra vid koloni-PCR. I början av de 
använda normala PCR-programmen tillsattes steget 95 °C i 5 min för söndring av 
cellerna och denaturering av DNA:t. PCR-produkterna analyserades och fotograferades 
på tidigare nämnt sätt.  
DyNAzyme™ II Phusion®
DNA-polymeras 0,03 u/μl 0,01 u/μl
DyNAzyme™-buffert 1 x -
Phusion HF Reaction –buffert - 1 x
dNTP Mix 80 μM 200 μM
Primer 1 0,5 μM 0,5 μM
Primer 2 0,5 μM 0,5 μM
DNA-templat 1 μl 1 μl
DNA-polymeras
Reagens
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5.2.3 RFLP-analys 
Restriktionsenzymer känner igen specifika DNA-sekvenser, ofta fyra eller sex 
nukleotider långa palindromer, och klipper av DNA-dubbelsträngarna inuti eller nära 
dessa igenkänningssekvenser. De uppkomma DNA-fragmenten kan skiljas åt med hjälp 
av gelelektrofores. Antalet och storleken på de åtskiljda fragmenten bildar en 
restriktionsprofil (eng. fingerprint). Profilerna kan användas för att gruppera eller känna 
igen bakteriearter. 
För RFLP (restriction fragment length polymorphism) -analysen digesterades 
amplifierade genfragment med två olika restriktionsenzym, HaeIII (Promega, USA) och 
MspI (Fermentas, Canada), i skilda reaktioner. Reaktionsblandningarna innehöll 5 l 
PCR-produkt och 3 l restriktionsenzym, så att enzymkoncentrationen i blandningen 
blev 4,5 u/8 l. Dessa inkuberades i mikrocentrifugrör över natten i +37 °C. Efter 
inkuberingen tillsattes i reaktionsrören 2 l färg (Blue/Orange 6X Loading Dye) och 5 
l av blandningen analyserades i 3 % (w/v) agarosgel (1,5 h, 100 V) för att skilja åt de 
uppkomna restriktionsfragmenten. Som storleksstandard användes 10 l utspädd 
pGEM
 
DNA Markers. Gelen fotograferades och behandlades som i stycket 
”Analysering och fotografering av PCR-produkter”. 
 
5.2.4 AFLP-analys av hela genom 
AFLP utvecklades och beskrevs av Vos m.fl. (1995). Metoden är en kombination av 
DNA-fingerprinting och selektiv PCR-amplifiering och innehåller följande 
huvudmoment: i) restriktion, ii) ligering, iii) selektiv PCR, iv) rengöring av PCR-
produkt, v) körning och vi) analysering av resultat.  
Helgenom-DNA klipps samtidigt med ett eller två restriktionsenzym, varav det 
ena klipper DNA-strängen oftare (eng. frequent cutter) och det andra mer sällan (eng. 
rare cutter). Efter digestionen ligeras dubbelsträngade adaptorer till de uppkomna 
restriktionsfragmenten och dessa fungerar som templat vid PCR-amplifieringen, där de 
använda primrarna är komplementära till adaptrarnas och restriktionsställenas 
sekvenser. Primrarna kan ha en, två eller tre selektiva nukleotider och vara radioaktivt 
märkta eller märkta med en fluorofor (FAM eller HEX). Utan selektiv nukleotid blir 
alla banden synliga och det uppkommer s.k. ”smear” (eng.). De amplifierade 
fragmenten skiljs åt med hjälp av till exempel polyakrylamidgelelektrofores eller 
kapillärelektrofores och de uppkomna profilerna kan analyseras och jämföras med 
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varandra med hjälp av kända standardfragment och avancerade dataprogram (t.ex 
BioNumerics eller GeneMapper). Variationer i AFLP-profilerna avspeglar genetiska 
förhållanden mellan organismerna. 
AFLP är en ytterst reproducerbar, tillförlitlig och informativ metod, som 
möjliggör genotyping med hög resolution för att undersöka genetisk variation mellan 
bakteriestammar eller väldigt närbesläktade arter. AFLP har använts för att undersöka 
genom hos mikrober för bland annat art-, stam- och varietetsidentifiering samt för 
systematiska, populationsgenetiska och biodiversitetsstudier. Metoden kan användas för 
att upptäcka identiska stammar samt för att undersöka populationers homo- eller 
heterogenitet (Dresler-Nurmi m.fl. 2000, Terefework m.fl. 2001, Muiru m.fl. 2008). 
Ingen sekvensinformation behövs för att konstruera primers, vilket följaktligen inte 
kräver förhandsinformation om organismens genom (Dresler-Nurmi m.fl. 2000, 
Terefework m.fl. 2001, Muiru m.fl. 2008).  
  
Restriktions- och ligeringsreaktion 
DNA:t klipptes med 5 U av ApaI- (Fermentas, Kanada) och 5 U av TaqI (Fermentas, 
Kanada) -restriktionsenzymen. I samma reaktion ligerades adaptorer till 
restriktionsfragmenten. De dubbelsträngade ApaI- och TaqI-adaptorerna (Tabell 8.) 
framställdes genom att blanda adapter 1 och 2 i förhållande 1:1 och ligera dem i 
kokande vatten i 5 min. De ligerade adaptorerna kyldes ner i rumstemperatur. 
 
 
Tabell 8. I AFLP-analysen använda adaptorer och primrar (Hauben m.fl. 1999). De selektiva 
nukleotiderna vid primrarnas 3‟-ändor är skrivna med fet stil.  
 
 
 
 
För en restriktion- och ligeringsreaktion gjordes 25 l reaktionsblandning som innehöll 
2,5 l 10x ligeringsbuffert (Fermentas, Kanada), 5 u ApaI-restriktionsenzym, 5 u TaqI-
restriktionsenzym, 10 pmol ApaI-adapter, 20 pmol TaqI-adapter, 1 u T4 DNA-ligas, 3 
Oligonukleotid Sekvens
ApaI -adapter 1 5'-TCG TAG ACT GCG TAC AGG CC-3'
ApaI -adapter 2 5'-TGT ACG CAG TCT AC-3'
TaqI -adapter 1 5'-GAC GAT GAG TCC TGA C-3'
TaqI -adapter 2 5'-CGG TCA GGA CTC CAT-3'
ApaI -G-primer 5'-GAC TGC GTA CAG GCC CG-3
TaqI -G-FAM-primer 5'-CGA TGA GTC CTG ACC GAG-3'
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l DNA-templat och 12 l H2O. Restriktions- och ligeringsreaktionsblandningen 
inkuberades i +37 °C över natten. 
 
 AFLP-PCR-amplifiering 
Vid den selektiva PCR-amplifieringen av de uppkomna restriktionsfragmenten 
användes primrar med en selektiv nukleotid vid 3‟-ändan, ApaI-G och TaqI-G-FAM 
(Tabell 8). TaqI-G-FAM-primern var märkt i 5‟-ändan med blåfluorescerande 6-
karboksifluorescein (6-FAM), för att kunna detekteras i kapillärelektrofores.  
För AFLP-PCR-reaktionen gjordes en reaktionsblandning som innehöll 1x 
Dynazyme-buffert, 250 µM dNTP mix, 0,2 µM ApaI-G–primer, 0,4 µM TaqI-G-FAM, 
2 u DyNAzyme™ II -polymeras, 2 l restriktions- och ligationsprodukt och 17,5 ul 
H2O. Den totala reaktionsvolymen blev 25 l. Som negativ kontroll användes 23 l 
reaktionsblandning och 2 l H2O, utan tillsatt DNA-templat. PCR-amplifieringarna 
gjordes med PTC-200 Peltier Thermal Cycler (Bilaga 3). Efter amplifieringen 
analyserades 5 l av PCR-produkten i 1,5 % agarosgel (100 V, 1h) som i stycket 
”Analysering och fotografering av PCR-produkter”. 
 
 Kapillärelektrofores 
Produkterna från AFLP-PCR-amplifieringen analyserades med kapillärelektroforesen 
ABI Prism 310 Genetic Analyzer (PE Biosystems, USA). Före analysen rengjordes 
proverna med MicroSpin S-400 HR –kolonner (GE Healthcare, UK) enligt tillverkarens 
anvisningar. 5 l av rengjord PCR-produkt blandades med 12 l dejoniserad formamid 
och 0,5 l inre TAMRA-storleksstandard (GeneScan-500; Applied Biosystems, USA), 
som innehåller 16 stycken olika långa, enkelsträngade DNA-fragment som är märkta 
med röd TAMRA-färg. Standarden används vid analys av fragment vars längd är mellan 
35 bp och 500 bp.  
Proverna denaturerades i 2 min i 98 °C med en PCR-apparat och kyldes efter 
denatureringen omedelbart ner med is. Proverna injicerades i kapillärelektroforesen 
under 10 s med 15 kV i en 49 cm lång kapillär och analyserades med elektrofores i 50-
70 min med 45 kW i 50 °C. 
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 Analys av de uppkomna AFLP-profilerna 
Den uppkomna AFLP-datan undersöktes och processerades med ABI GeneScan 
Analysis Software (PE Biosystems). AFLP-elektroferogrammen bestående av toppar 
konverterades till bandprofiler och analyserades av BioNumerics v.5.10 (Applied 
Maths, Belgien) -programmet. Längden på AFLP-PCR-fragmenten av storleken 30-500 
bp kunde fastställas genom att jämföra deras rörlighet med de kända 
standardfragmenten (TAMRA) och AFLP-profilerna kunde således normaliseras. 
Profilerna kontrollerades visuellt och editerades manuellt genom att lägga till och ta 
bort band. Likheten (eng. similarity) mellan de normaliserade profilerna kalkylerades 
med hjälp av Pearson‟s korrelationskoefficient i BioNumerics-programmet. Slutligen 
grupperades AFLP-profilerna genom att konstruera ett dendrogram baserat på UPGMA 
(unweighted-pair group method with arithmetic averages) -algoritmen. För att 
tredimensionellt åskådliggöra stammarnas förhållanden till varandra gjordes 
distansmatriser (eng. multi-dimensional scaling, MDS) på basen av både ursprung och 
bildade AFLP-grupper. 
 
5.2.5 Märkning av Stenotrophomonas-stammarna med fluorescerande 
markörgener och gusA 
För växtförsök i koloniseringsrör skulle Stenotrophomonas-isolaten CCG 57/1, CCG 
57/2, CCG 57 Slimy 1, CCG 57 Slimy 2, CCNC 87/1 och CCNC 87/2 märkas med 
gener som kodar för fluorescerande protein och/eller för β-glukuronidas (Tabell 9). 
Märkningen av Stenotrophomonas-isolaten med de fluorescerande proteinerna EYFP 
och ECFP skulle göras genom konjugation (eng. triparental conjugation), där plasmider 
med markörgenerna överförs från donorstammar till recipientstammarna med hjälp av 
en hjälpplasmid som innehåller gener för plasmidöverföring. Plasmiden med både gfp 
och gusA (pHRGFPGUS) samt plasmiden med gusA på mini-transposon 
(mTn5SSgusA11) skulle överföras genom konjugation utan hjälpplasmid.  
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Tabell 9. Bakteriestammar och plasmider som användes för att märka utvalda 
Stenotrophomonas-stammar med de fluorescerande markörgenerna, eyfp, ecfp och gfp, samt 
genen för β-glukuronidas, gusA.  
 
 
Överföring av gener genom konjugation innefattar följande steg: i) bedömning av 
stammarnas antibiotikaresistens för valet av selektiv antibiotikakoncentration och 
medium, ii) konjugation och iii) selektion av transkonjuganter, dvs. märkta 
mottagarstammar, med selektivt medium på vilket endast transkonjuganter borde växa. 
Det selektiva mediet möjliggör märkta bakteriers tillväxt, men inhiberar tillväxten av 
donorbakterier, recipientbakterier som förblivit omärkta och bakterier med 
hjälpplasmid. För selektionen används antibiotikum, eftersom transposonerna och 
plasmiderna förutom markörgener innehåller antibiotikaresistengener som underlättar 
selektionen. Även syntetiskt BD-medium (Bilaga 1) förhindrar tillväxten av 
donorstammen E. coli HAMBI 2178 (gusA), eftersom mediet saknar den för stammen 
essentiella aminosyran prolin.  
 
 Bedömning av donor- och recipientstammarnas antibiotikakänslighet 
För selektionen av transkonjuganter testades Stenotrophomonas-isolatens och 
donorstammarnas antibiotikaresistens på olika medier (Tabell 10). För 
antibiotikaresistenstesterna odlades E. coli –stammarna i 5 ml LB-buljong med 
gentamicin (10 g/ml; HAMBI 2568 och HAMBI 2569), ampicillin (25 g/ml; HB 
101) eller kanamycin (25 g/ml; E. coli S-17.1) (+37 °C, 1 d, 160 rpm). 
Stenotrophomonas-isolaten odlades i 3 ml YEM-buljong (+30 °C, 1 d, 120 rpm). Från 
dessa bakterieodlingar gjordes en spädningsserie i sterilt vatten, varefter 20 l av 
spädningarna 10
-2
-10
-4
 cfu/ml flyttades på TY-agar innehållande lämplig antibiotika 
Stam
Antibiotika-
resistens Relevant information Referens
E. coli 
HAMBI 2568 Gm XL1-Blue, innehåller plasmid pMP4516 Stuurman m.fl., 2000
HAMBI 2569 Gm XL1-Blue, innehåller plasmid pMP4518 Stuurman m.fl., 2000
HB101 Km F
- 
leu pro thi lacY xyl recA, innehåller pRK2013
S-17.1 Amp, Km Innehåller pHRGFPGUS Ramos m.fl., 2002
 HAMBI 2178 Amp, Sp, Sm S17-1 (λ-pir), F-, recA, λ-pir, innehåller pCAM111 Simon m.fl., 1983
Plasmider
pMP4516 Gm Vektor pBBR1MCS-5, LacZ-alpha-ECFP Stuurman m.fl., 2000
pMP4518 Gm Vektor pBBR1MCS-5, LacZ-alpha-EYFP Stuurman m.fl., 2000
pRK2013 Km Hjälpplasmid för överföring av pMP4516 och pMP4518Figurski o. Helinski, 1979
pHRGFPGUS Amp, Km pgen -prom., gfp, gusA Ramos m.fl., 2002
pCAM111 Sm, Sp Innehåller mTn5SSgusA11-transposon, gusA Wilson m.fl., 1995
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samt på TY-, LB- och YEM-agar utan tillsatt antibiotika och inkuberades i 1-3 d i +30 
°C (Tabell 10). 
Stenotrophomonas-stammarna odlades även på TY-agar med 50 g/ml av 
substratet X-glucA (5-bromo-4-kloro-3-indoxyl-beta-D-glukuronsyra, cycklohexyl-
ammoniumsalt; Biosynth Chemistry and Biology, Schweiz) för att försäkras om att 
bakterierna inte naturligt hade glukuronidasaktivitet.  
 
 Konjugation och selektion av transkonjuganterna 
Konjugationen och selektionen av transkonjuganter gjordes enligt Wilson (1996) och 
Räsänen och Lindström (1999) och är illustrerade i Bild 8. För konjugationen odlades 
Stenotrophomonas-isolaten i YEM-buljong och donorstammarna E. coli S-17.1 i LB-
buljong med kanamycin (25 g/ml) och E. coli HAMBI 2178 med ampicillin (50 
g/ml). Bakterieodlingarna härstammade från en cellinje. 
För att buljongen och dess antibiotika inte skulle störa konjugationen 
centrifugerades bakterieodlingarna, varefter pelleterna tvättades med TY-buljong (Bild 
8). Pelleterna suspenserades slutligen i TY-buljong, så att celltätheten hos recipient- och 
donorbakterierna skulle vara lika stor. Konjugationen skedde genom att blanda donor- 
och recipientstammen, och vid behov även stammen med hjälpplasmiden, på TY-agar. 
Efter konjugationen tillsattes NaCl på plattorna, blandades med bakterieväxten och 
flyttades till Eppendorf-rör (Bild 8). De konjugerade bakterierna späddes ut för 
selektionen och spädningarna 10
-4
-10
-7
 cfu/ml pipetterades på lämpliga 
selektionsplattor.  
För att kontrollera att donor- och recipientstammarna växte på 
konjugationsplattan inkuberades dessa stammar enskilt på TY-kontrollplattor (Bild 8). 
Från TY-kontrollplattorna flyttades bakterieväxt på selektionsplattor, för att försäkras 
om att varken recipient- eller donorstammen växte på dessa och för att följa med 
uppkomsten av spontana mutationer.  
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Tabell 10. Antibiotikaresistens och förmåga att växa på TY-, YEM-, LB- och BD-medium hos 
Stenotrophomonas-recipientstammar isolerade från Calliandra calothyrsus samt hos 
Escherichia coli –donorstammar. 
- = ingen tillväxt, + = svag tillväxt, ++ = tydlig tillväxt och +++ = mycket rik tillväxt. 
 
 
För inhiberingen av E. coli S-17.1 (gfp och gusA) användes TY-medium med tillsats av 
spektinomycin (25 g/ml) och för inhibering av HAMBI 2178 (gusA) användes TY-
medium med tillsats av kanamycin (50 g/ml) (Tabell 10). På basen av 
antibiotikaresistenstesterna kunde inte antibiotika användas för selektion av märkta 
Stenotrophomonas-isolat, utan endast för inhibering av donorstammarna. För detektion 
av transkonjuganter användes istället substratet X-gluc (50 g/ml), ifråga om märkning 
med gusA, och fluorescens under transilluminator, ifråga om märkning med gfp. 
 
 Detektion av fluorescens hos donorstammarna 
För att detektera donorstammarnas, HAMBI 2568 (ecfp), HAMBI 2569 (eyfp) och E. 
coli S-17.1 (gfp och gus), fluorescens sattes agarplattor med unga (1 d) bakterieodlingar 
på en Dark Reader transilluminator (DR-88M; Clare Chemical Research, USA). Denna 
lyser synligt blått ljus (λ = 400-500 nm) och kan användas för att excitera olika 
Stenotrophomonas -
stammar
HAMBI 2568 
(ecfp ) och 
HAMBI 2569 
(eyfp )
HB 101 
(hjälpplasmid)
E. coli  S-17.1 
(gfp och 
gusA )
HAMBI 2178 
(gusA )
TY +++ + ++ +++ +++
YEM +++ + + +++
LB +++ +++ +++ +++ +++
BD - -
Nalidixinsyra (TY)
10 μg/ml + + + - Inte testat
Gentamicin (TY)
10 μg/ml +++ +++ +++ - Inte testat
Streptomycin (TY)
50 μg/ml +++ - - Inte testat +++
250 μg/ml + - - Inte testat ++
500 μg/ml - - - Inte testat +
700 μg/ml - - - Inte testat -
Spektinomycin (TY)
25 μg/ml +++ Inte testat Inte testat - +++
50 μg/ml +++ Inte testat Inte testat - +++
75 μg/ml +++ Inte testat Inte testat - +++
100 μg/ml +++ Inte testat Inte testat - +++
Kanamycin  (TY)
50 μg/ml +++ Inte testat Inte testat Inte testat -
100 μg/ml +++ Inte testat Inte testat Inte testat -
150 μg/ml +++ Inte testat Inte testat Inte testat -
250 μg/ml +++ Inte testat Inte testat Inte testat -
Medium eller 
antibiotika-
koncentration
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fluorescerande proteiner. Fluorescensen testades med samma agarplattor också med 
UV-transilluminator (λ = 302 nm; TM-20E, UVP, USA). För att upptäcka bakterier som 
expresserade ECFP och EYFP examinerades bakteriepreparat även med 
epifluorescensmikroskop (ZEISS Axioskop 2 plus, USA) utrustat med en 
kvicksilverlampa (100 W) och standard FITC-filter.  
Ingen konjugation mellan Stenotrophomonas-stammarna och donorstammarna 
E. coli HAMBI 2568 (ecfp) och HAMBI 2569 (eyfp) utfördes, på grund av att 
donorstammarna inte var fluorescerande under varken UV-lampa, transilluminator eller 
epifluorescensmikroskop och därför troligen saknade plasmider med de fluorescerande 
generna.  
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Bild 8. Schematisk bild på överföring av markörgener från donor- till recipientstammar genom 
konjugation. Som recipientstammar fungerade Stenotrophomonas-isolat och som donorstammar 
Escherichia coli S-17.1 med gfp och gusA –markörgenerna på plasmiden pHRGFPGUS, samt 
E. coli HAMBI 2178 med gusA-genen på mini-transposonen mTn5SSgusA11. 
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5.3 Enzymatiska och biokemiska test 
 
Enzymatiska egenskaper samt förmågan att använda olika sockerarter och -derivat 
testades med kommersiella kit för bakterieidentifiering. API 20 E (2 d, +30 °C) är 
avsedd för identifiering av bakterier tillhörande familjen Enterobacteriaceae samt andra 
Gram-negativa stavar, API 20 NE (2 d, +30 °C) för Gram-negativa stavar som inte 
tillhör familjen Enterobacteriaceae, API 50 CH (inokulerades med AUX-medium; 2 d, 
+30 °C) för bestämning av mikroorganismers kolhydratmetabolism. För testen gjordes 
bakteriesuspensioner enligt tillverkarens (bioMérieux, Frankrike) anvisningar med vilka 
testremsornas substratinnehållande brunnar fylldes. Efter inkubering avlästes 
testresultaten visuellt på basen av färgförändring i brunnarna. Beträffande API 50 CH 
avlästes suspensionens grumlighet istället för färgförändring. De uppkomna profilerna 
jämfördes med tillverkarens apiweb
TM
-databas (bioMérieux, Frankrike).  
Stammarnas förmåga att växa i +4 °C och +37 °C bedömdes genom att odla dem 
på YEM-agar i ifrågavarande temperatur. Bakteriernas oxidasaktivitet undersöktes 
genom att testa oxideringen av N,N-dimetyl-1,4-fenylen-diaminhydroklorid på 
filterpapper (Bilaga 2). Oxidaspositiva bakterier får till stånd en färgförändring hos 
reagensen från klart till violett. Katalasaktiviteten bestämdes genom att tillsätta 
bakteriemassa i en droppe 3 % väteperoxid (Bilaga 2). Väteperoxidens bubblande till 
följd av frigjort syre indikerar katalaspositivitet. 
 
5.4 Sållning av stammarnas PGP-egenskaper 
 
5.4.1 Produktion av cellulaser 
Stammarnas förmåga att producera cellulaser bestämdes enligt Wenzel m.fl. (2002) 
genom att odla bakterierna på modifierat DSMZ Medium 65 innehållande 
karboxymetylcellulosa (CMC; Sigma, USA) i +30 °C, 5 dygn. Plattorna täcktes efter 
inkuberingen med 5 ml av en vattenlösning av kongorött (1g/l) och läts stå 10-15 
minuter i rumstemperatur varefter överloppsfärgen hälldes bort och plattan sköljdes 
med vatten. Plattan täcktes sedan med 5 ml av 1 M NaCl-lösning i 10-15 min, för att 
öka färgens bindning till CMC. Slutligen sköljdes agarplattorna med vatten för att 
avlägsna obunden färg (Ruijssenaars & Hartmans 2001). 
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En del färgämnen binds icke-kovalent till polysackarider. I detta fall används 
kongorött som formar ett komplex med CMC genom att binda till -(14)-D-glukan 
(Teather &Wood 1982). Zoner där CMC har degraderats syns som färglösa eller ljusare 
områden och indikerar att substratet brutits ner av cellulaser. I frånvaro av 
cellulasaktivitet färgas mediet jämnt rött.  
 
5.4.2 Proteas- och lipasaktivitet 
För att undersöka ifall stammarna hade proteasaktivitet odlades de på YEM-agar 
innehållande 5 % mjölkpulver. Agarplattorna inkuberades i +30 °C i 1-3 dygn. En klar 
zon runt bakteriekolonierna indikerar en positiv reaktion.   
Lipasproduktionen testades genom hydrolys av Tween 80. Stammarna odlades i 
+30 °C i 3-5 d på modifierad Sierras lipolysagar som innehöll 1 % Tween 80 (Sierra 
1956). Victoria Blue –färg sattes till mediet för att underlätta avläsningen. Vit 
kalciumfällning runt bakterierna påvisar lipolysreaktion. 
 
5.4.3 Produktion av sideroforer 
Sideroforproduktionen testades med chrome azurol S (CAS) –medium enligt Alexander 
& Zuberer (1991). CAS är ett färgämne som binder järn i formen Fe
3+
. Sideroforer 
producerade av bakterierna lösgör järnet från CAS-Fe(III)-komplexet och som följd av 
det bildas det en orange eller röd färg runt kolonierna på agarplattan. Agarplattorna 
odlades i +30 °C i 8 d.  
 
5.4.4 Frigörning av olösliga fosfater 
Förmågan att frigöra fosfater bestämdes genom odling av stammarna på modifierad 
Pikovskaya-agar (Srividya m.fl. 2009) med tillsats av indikatorfärgen bromofenolblått 
(0,025 mg/ml). Mediet innehöll 5 g trikalciumfosfat (Ca3(PO4)2)/l som fosforkälla. Runt 
kolonierna uppkommer en färgförändring från blått till gult som en följd av bakteriernas 
produktion av organiska syror i mediet. Syror frigör oorganiska olösliga fosfater och 
detta syns som en klar zon runt kolonierna. Bakterierna odlades i +30 °C i 5-7 dygn.  
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5.4.5 Produktion av IAA 
En kvalitativ kolorimetrisk analys av IAA-produktionen gjordes enligt en modifierad 
version av Egamberdieva och Kucharova (2009). Stammarna odlades i 3 ml YEM-
buljong både utan och med L-tryptofan (500 g/ml; Fluka, Schweiz) i +30 °C, 3 dygn, 
120 rpm. Tryptofan fungerar ofta som prekursor i produktionen av IAA. 1,5 ml av 
buljongen centrifugerades i Eppendorf-rör i 13000 rpm i 10 min och 1 ml av den 
uppkomna supernatanten överfördes i ett provrör med 100 l ortofosforsyra (10 mM) 
och 2 ml Salkowski-reagens. Salkowski-reagensen bestod av 1 ml 0,5 M FeCl3 i 50 ml 
35 % HClO4. Provrören inkuberades 30 min i rumstemperatur varefter den uppkomna 
färgens absorbans ( = 530 nm) kunde mätas med spektrofotometer. Utvecklingen av en 
rosa färg indikerar IAA-produktion. Negativa kontroller gjordes genom att ersätta 
bakteriesuspension med YEM-buljong med tillsatt tryptofan. 
 
5.4.6 ACC-deaminasaktivitet 
Ett sätt att testa bakteriestammars ACC-deaminasaktivitet är att odla dem på ett 
syntetiskt medium där kvävekällan ersatts med 3 mM ACC (Sigma-Aldrich, USA). 
Som positiv kontroll används mediet med vanlig kvävekälla, t.ex. (NH4)2SO4, och som 
negativ kontroll används mediet utan någon tillsats av kväve. Om stammen växer på 
mediet med ACC men inte på mediet utan kväve, kan man dra slutsatsen att bakterierna 
kan använda ACC som kvävekälla och således har ACC-deaminasenzym.  
För att hitta ett syntetiskt medium att använda i bestämningen av 
Stenotrophomonas-stammarnas ACC-deaminasaktivitet testades fyra olika syntetiska 
medier: DF (Dworkin & Foster 1958), M9 (Neidhardt m.fl. 1974), DEF 8 (Lindström & 
Lehtomäki 1988) och BD (Brown & Dilworth 1975). Bakterierna odlades i +30 °C. Av 
ACC gjordes en 0,5 M lösning som filtersteriliserades genom ett 0,2 m membranfilter. 
Den steriliserade vattenlösningen frystes ner i -20 °C eftersom ACC är instabilt i 
lösning.  
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5.5 Växtförsök 
 
5.5.1 Växtförsök i växthus 
 Värdväxter och behandlingar 
Genom växthusförsök undersöktes utvalda Stenotrophomonas-stammars inverkan på 
buskbönans (Phaseolus vulgaris var. nanus, ekologiska frön “Maxi”; Alku&Juuri, 
Finland) och getärtens (Galega orientalis; Naturcom Oy, Suomi) tillväxt, torrvikt och 
kväveinnehåll samt uppkomsten av rotknölar. Även Calliandra skulle inkluderas i 
växtförsöket, men fröna hade mist sin grobarhet och kunde därför inte användas. Nya 
Calliandra-frön användes senare i sterila växförsök i glasrör.  
För varje behandling användes fem replikata krukor med två växter i varje 
kruka. Stenotrophomonas-stammarna ympades både enskilt och tillsammans med 
positiva rhizobiumkontroller, för att utreda om gemensam inokulering har positiv effekt 
på de ovan nämnda egenskaperna. Behandlingarna var följande: 
 
1) ympning med positiv kontroll (R. tropici CIAT 899 för buskböna och R. 
galegae HAMBI 540 för getärt) 
2) Stenotrophomonas-stammarna CCG 57/1 + CCG 57/2 tillsammans, 
3) Stenotrophomonas CCG 57 ROS 3A,  
4) positiv rhizobiumkontroll tillsammans med Stenotrophomonas-stammarna 
CCG 57/1 + CCG 57/2, 
5) positiv rhizobiumkontroll tillsammans med Stenotrophomonas CCG 57 
ROS 3A och 
6) oympade växter (negativa kontroller, 10 krukor). 
 
De båda fasvarianterna av Stenotrophomonas-stammen CCG 57 ympades tillsammans 
och fungerade som en behandling.  
 
 Bakterieymper 
Förhållandet mellan bakteriernas koncentration och suspensionens grumlighet 
bestämdes för att kunna ympa växterna med en bakteriesuspension av bestämd 
koncentration. De valda Stenotrophomonas-stammarna samt de positiva kontrollerna 
odlades på YEM-agar med kongorött i 2 dygn i +30 °C. Bakteriesuspensioner av varje 
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stam gjordes i 60 ml sterilt RO-vatten. Suspensionernas grumlighet mättes med 
spektrofotometer (Lambda Bio UV/VIS Spectrometer; Perkin Elmer, USA) med 
våglängden 600 nm. Av varje bakteriesuspension gjordes en utspädningsserie i sterilt 
vatten. 100 l av utspädningarna 10-3-10-7 cfu/ml för Rhizobium-stammarna och 10-4-10-
8
 cfu/ml för Stenotrophomonas-stammarna odlades på YEM-agar med kongorött i 2-3 
dygn i +30 °C varefter de räknades och bakterietätheten i de ursprungliga 
suspensionerna bestämdes. 
 För ympning av växterna gjordes bakteriesuspensioner av koncentrationen 10
7
 
cfu/ml i sterilt vatten. Koncentrationerna justerades med hjälp av spektrofotometer. Av 
stammarna CCG 57/1 och CCG 57/2 gjordes en suspension med förhållandet 1:1, vilket 
också gällde de suspensioner där en positiv rhizobiumkontroll blandades med en 
Stenotrophomonas-stam. Bakterieymperna gjordes av två dygn gamla renodlingar som 
härstammade ur en koloni. 5 ml av bakteriesuspensionerna ympades per kruka ett dygn 
efter att fröna såtts. 
Före ympningen av växterna gjordes PCR-amplifiering av 16S-rRNA-genen 
från tre kolonier per stam (4.2.2 Koloni-PCR) samt partiell sekvensering av 16S-rRNA-
PCR-produkterna, för att försäkras om att de ympade stammarna hörde till 
Stenotrophomonas-släktet. Utöver det gjordes även koloni-PCR av nodC-, nodA-, nifH- 
och nifD-generna från samma kolonier enligt anvisningarna (4.2.1 PCR-amplifiering 
och sekvensering av PCR-produkter). 
 
 Sterilisering och plantering av frön 
Fröna ytsteriliserades med koncentrerad svavelsyra i 5 min för getärtfröna och 15 min 
för buskbönefröna. Calliandra–frön (proveniens Ex Patalul; Kenya Forestry Research 
Institute, KEFRI), ytsteriliserades i 25 min för växtförsöken i sterila glasrör (4.6.2 
Växtförsök i sterila glasrör). Efter svavelsyrabehandlingen sköljdes fröna 8-10 gånger 
med sterilt vatten. Fröna fick sedan ligga i 70 %:ig etanol i 3 min, varefter de sköljdes 
5-10 gånger med sterilt vatten.  
Fröna läts förgro fyra dygn i mörker i rumstemperatur på 0,9 %:ig vattenagar 
före plantering. Av de förgrodda getärtfröna såddes fem och av buskbönefröna fyra 
stycken per kruka. Antalet plantor per kruka reducerades till två efter 1,5 vecka (böna) 
och efter en månad (getärt). Buskböna odlades i växthus i sex veckor och getärt i nio 
veckor. 
 
72 
 
 Växthusförhållanden 
Växtförsöket utfördes i plastkrukor (toppdiameter 16,5 cm, höjd 19 cm, avrinningshål i 
botten, enskilda krukfat) med cirka 2,2 liter osteriliserad såtorv med låg kvävehalt 
(Kekkilän Kylvöseos; Kekkilä Oyj, Finland). Jordens näringsinnehåll och andra 
egenskaper var följande: kväve 70 mg/l, fosfor 21 mg/l, kalium 140 mg/l, pH 6,0 och 
elektriska konduktivitet 20 mS/m. Jordens fuktighet bestämdes till 3,8 % genom att 
torka tre jordprover i 100 °C i ett dygn. Krukorna steriliserades före användning med 
Deconex (10 ml/l). 
Växterna vattnades med kranvatten enligt behov och en vecka före upptagning 
vattnades buskbönorna även en gång med 1x kvävefritt Jensen (Vincent 1970) –medium 
(Bilaga 1). Dagstemperaturen i växthuset var 25 °C, nattemperaturen 20 °C och 
ljusperioden 14 h. Luftens relativa fuktighet justerades till 45 %. 
 
 Torrvikt 
Vid skörden skiljdes växternas skott och rötter åt. Rötterna tvättades, varefter 
rotknölarna från 53 buskböneplantor plockades och räknades av sju stycken forskare i 
Kvävegruppen. Rotknölarna samlades i Petriskålar och torkades i ugn (Modell 800; 
Memmert, Tyskland) (+70 °C, 3 d) varefter deras torrvikt bestämdes. Även rötterna och 
stammarna, vars läng hade mätts, torkades i enskilda papperspåsar i +70 °C (3-6 d) 
varefter torrvikten bestämdes. 
 
 Identifiering av de ympade stammarna ur ytsteriliserade rotknölar 
10-15 (buskböna) och 5 (getärt) rotknölar per rot ytsteriliserades i 20 min i 6 % 
väteperoxid med tillsats av ett par droppar tvål. Knölarna krossades med glasstav i 
sterilt vatten och en del av suspensionen pipetterades på YEM-plattor med kongorött. 
Agarplattorna inkuberades i rumstemperatur. Från bakterieodlingarna som härstammade 
från rotknölarna gjordes utspädningsserier i Tween 80 –buffer, som skiljer åt enskilda 
bakterieceller. Bakterierna odlades för utspädningen i YEM-buljong (+28 °C, 1 dygn). 
Den första utspädningen (10
-1
 ml) av bakterieodlingen inkuberades 1 h i +28 °C (120 
rpm). 100 l av utspädningarna 10-5 ml och 10-7 ml odlades på YEM-agar med 
kongorött i 2-3 dygn (+30 °C).  
Från varje agarplatta valdes kolonier med olika utseende. Dessa ströks på nya 
agarplattor och efter ett dygns inkubering i +30 °C gjordes både ITS- och nodA-PCR på 
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odlingarna (4.2.2 Koloni-PCR). För att möjliggöra igenkänning av de ympade 
stammarna med hjälp av deras restriktionsprofiler digesterades ITS-PCR-produkterna 
med MspI. De uppkomna restriktionsprofilerna jämfördes med restriktionsprofiler från 
de ympade Stenotrophomonas-stammarna. Bakterieodlingar som härstammade från 
rotknölarna frystes ner i 20 % (v/v) glyserol för förvaring i -70 °C. 
 
 Stammarnas och rötternas kvävehalt  
För bestämningen av kvävehalten maldes torkade stammar och rötter i en kvarn. Tre 
rot- och stamhomogenat kombinerades, vilket resluterade i tre stycken rot- och 
stamprover per behandling. Den totala kvävehalten mättes genom förbränning med 
vario MAX CN (Elementar Analysensysteme GmbH, Tyskland). 
 
5.5.2 Växtförsök i koloniseringsrör 
Tanken med växtförsöket i sterila glasrör var att undersöka huruvida de utvalda 
Stenotrophomonas-stammarna har förmåga att bilda rotknölar hos den värdväxt de 
ursprungligen isolerats ur. Utöver det utreddes, med hjälp av mikroskop, om bakterierna 
koloniserar Calliandra genom infektionstrådar i rötternas rothår.  
 
 Behandlingar 
För varje behandling användes fem replikata glasrör (Bild 9) med två växter i varje rör. 
Behandlingarna var följande: 
 
1) positiv kontroll (R. tropici CCN 28),  
2) Stenotrophomonas CCG 57/1 och CCG 57/2,  
3) Stenotrophomonas CCNC 87/1 och CCNC 87/2,  
4) Stenotrophomonas 53/1 och 53/2,  
5) Stenotrophomonas 38/1 och 38/2,  
6) Stenotrophomonas 18/1 och 18/2,  
7) Stenotrophomonas 37/1 och 37/2,  
8) Stenotrophomonas 35/1 och 35/2, 
9) Stenotrophomonas CCG 57 ROS 3A och 
10) oympade växter (negativa kontroller). 
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De båda fasvarianterna av en stam ympades tillsammans och fungerade som en 
behandling, eftersom man ville undersöka stammens och inte de enskilda fasernas 
inverkan på värdväxten. Glasrören fylldes med ungefär 40 g av en blandning av sand 
och vermikulit i förhållandet 1:1 (v/v). Sanden och vermikuliten tvättades med 
kranvatten och sköljdes sist med RO-vatten. I blandningen tillsattes 10 % (v/v) 1x 
kvävefritt Jensen –medium. Glasrören steriliserades genom autoklavering i 120 °C i 20 
min och bomullspropparna täcktes under autoklaveringen med aluminiumfolie.  
 
 Inokulering av förgrodda frön och odling av växterna 
För inokuleringen av frön gjordes bakteriesuspensioner av koncentrationen 10
7
 cfu/ml i 
50 ml sterilt RO-vatten. Av stammarna med två fasvariationer gjordes en suspension 
med båda variationerna i förhållandet 1:1. Förgrodda, steriliserade Calliandra-frön 
placerades i suspensionen i 10 min, varefter de planterades två stycken per glasrör. 
Växterna odlades i ett klimatkontrollerat odlingsskåp för växter med dagstemperaturen 
28°C, nattemperaturen 20°C och ljusperioden 16 h. Två av totalt fem växter per 
behandling skördades efter 15 dygn och de resterande tre efter 28 dygn. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              
 
 
Bild 9. Schematisk bild av glasrören som användes vid växtförsöket med Calliandra 
calothyrsus. Modifierad från de Weger m.fl. (1994). 
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    Färgning av rötterna för mikroskopiering 
Rötterna färgades på objektglas med 0,01 % metylenblått och ett täckglas placerades 
ovanpå de färgade rötterna. Färgade rötter och rothår examinerades med 
klarfältsmikroskopiering (ZEISS Axioskop 2 plus, USA). För att upptäcka eventuella 
rotknölar granskades ofärgade rötter med stereomikroskop (Leica Wild M10, Tyskland). 
Digitala bilder på rötterna togs med kameror som var anslutna till båda mikroskopen. 
Rötterna förvarades mellan mikroskopieringarna i Petriskålar med vatten i +4°C. 
 
5.6 Statistiska analyser 
 
Resultaten från växthusförsöket med G. orientalis och P.vulgaris, dvs. 
bakterieympernas inverkan på växternas tillväxt, rotknölsbildning samt skottens och 
rötternas kvävehalt, analyserades med statistiska metoder. Den analyserade datan var i 
allmänhet normalt fördelad och varianserna mellan de olika behandlingarna var lika 
stora. Jämförelserna mellan olika behandlingar utfördes med one-way ANOVA. 
Tukey‟s test tillämpades efter ANOVA för att jämföra medelvärdena när P<0,05. De 
statisktiska analyserna utfördes med programmet SPSS 15.0 för Windows. 
 
 
6 RESULTAT 
 
6.1 Stenotrophomonas-stammarnas genetiska diversitet  
 
Den genetiska diversiteten och grupperingen på basen av ursprungsland undersöktes hos 
Stenotrophomonas-stammar som isolerats från Calliandras rotknölar från olika länder i 
Centralamerika och Nya Kaledonien med hjälp av AFLP-fingerprinting av helgenomen. 
Stenotrophomonas-stammarnas genetiska likhet med S. maltophilia DSM 50170 och S. 
rhizophila DSM 14405 undersöktes även genom denna analys. 
  
6.1.1 Diversiteten baserad på AFLP-analys av hela genom 
På basen av AFLP-fingerprinting av hela genom visade sig diversiteten hos Calliandra-
isolaten vara liten, vilket återspeglades i att stammarna grupperades i tre huvudkluster 
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på basis av kapillärelektroforeskörning (Bild 10). Medan de flesta Calliandra-isolat 
hade liknande AFLP-profiler, skiljde sig S. maltophilia DSM 50170 och S. rhizophila 
DSM 14405 tydligt både från varandra och från de övriga stammarna. 
De stora genetiska likheterna mellan isolaten återspeglades i UPGMA-
dendrogrammet både av höga korrelationstal mellan de tre uppkomna grupperna och av 
den extremt höga likheten mellan stammarna i varje enskild grupp (90-95 %). Hela 
dendrogrammets kofenetiska korrelation var hög (98), vilket indikerar hög kvalitet på 
dendrogrammet (Dresler-Nurmi m.fl., 2000). Av stammarna CCM 18, CCNC 67 och 
CCNC 97 grupperades båda fasvarianterna på basis av elektroforeskörning i olika 
kluster, vilket även det tyder på att gruppen av Stenotrophomonas-stammar isolerade ur 
Calliandra var påfallande homogen och genetiskt väldigt lika. Ingen gruppering på 
basis av de isolerade stammarnas ursprung kunde konstateras.  
Kombinationen av restriktionsenzymerna ApaI och TaqI och användningen av 
en selektiv nukleotid i de använda primrarna gav upphov till en stor mängd band, vars 
storlek låg mellan 50-550 bp. Trots stort antal uppkomna band, uppvisade de flesta 
Calliandra-isolat AFLP-profiler med stora likheter. Stammarna CCG 8D/1, CCG 37/1 
och CCH 35/2 grupperades dock utanför de uppkomna klustren. Det fanns svårigheter i 
att fastställa bandens position för stammen CCG 37/1 eftersom bakgrundsbruset var 
starkt och topparna i elektroferogrammet sågtandade och inte tydligt åtskilda. För CCH 
35/2 kunde endast en del av de uppkomna banden normaliseras på grund av problem 
med elektroforeskörningen och standarderna. 
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Bild 10. Genetisk diversitet hos Stenotrophomonas-stammar isolerade från baljväxtträdet 
Calliandra calothyrsus rotknölar från olika länder i Centralamerika och Nya Kaledonien 
åskådliggjord i ett UPGMA-dendrogram baserat på AFLP-fingerprinting av hela genom. 
Datumen anger tidpunkterna för kapillärelektroforeskörning. Talen vid förgreningarna 
representerar kofenetiska korrelationer för varje kluster och skalan anger likhet. De streckade 
linjerna visar vilka stammar som genetiskt mest skiljer sig från de övriga stammarna. 
Dendrogrammet härleddes genom att med Bionumerics-programmet använda Pearsons 
korrelationskoefficient för beräkning av likheterna.  
 
 
Ur MDS-analyserna, som visar stammarnas förhållanden till varandra i tredimensionell 
form, framgår tydligt att Calliandra-isolaten grupperade sig på basen av kördatum och 
inte enligt geografiskt ursprung (Bild 11). Typstammarna S. maltophilia DSM 50170 
isolerad från lungsäcksvätska och S. rhizophila DSM 14405 isolerad från rapsens 
rhizosfär skiljde sig tydligt från Stenotrophomonas-stammarna isolerade från 
Calliandra. 
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Bild 11. MDS-analys av Stenotrophomonas-stammar isolerade från Calliandra calothyrsus på 
basen av AFLP-fingerprinting. A) Gruppering enligt elektroforeskördatum. För de tre isolat som 
grupperats utanför de tre huvudklustren står gult för stammen CCG 8D/1, mörklila för CCG 
37/1 och turkos för CCH 35/2. B) Gruppering enligt geografiskt ursprung. 
 
 
6.1.2 Stenotrophomonas-stammarna skiljer sig från S. rhizophila 
Utöver AFLP-analysen jämfördes stammarna med S. maltophilia DSM 50170 och S. 
rhizophila DSM 14405 genom PCR-amplifiering av smeD-genen, som är en av generna 
som kodar för antibiotikaresistenspumpen SmeDEF. Denna gen har konstaterats skilja 
åt arterna S. maltophilia och S. rhizophila (Ribbeck-Busch m.fl. 2005).  
De sex testade Calliandra-isolaten uppvisade positiva amplifieringsresultat vid 
PCR av smeD-genen med primrarna smeD3 och smeD5 (Bild 12). De uppkomna 
fragmenten hade ungefär storleken 150 bp i likhet med S. maltophilia DSM 50170. 
Dessa PCR-resultat skiljer åt de ur Calliandra isolerade Stenotrophomonas-stammarna 
från S. rhizophila DSM 14405. 
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Bild 12. Vid amplifiering av smeD-genen uppkomna PCR-produkter (150 bp) hos 
Stenotrophomonas-stammar isolerade från Calliandra calothyrsus. Rad 1, CCG 37/1; rad 2, 
CCM 26/2; rad 3, CCN 29; rad 4, CCNC 67/1; rad 5, CCNC 97/2; rad 6, CCN 27/2; rad 7, 
Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405; rad 8, Stenotrophomonas maltophilia DSM 50170 
och 9, negativ kontroll. Som storleksstandard användes pGEM
 
DNA Markers. 
 
 
6.2 Stenotrophomonas-stammarnas koloniutseende 
 
De flesta Stenotrophomonas-stammar som isolerats ur Calliandra uppvisade två olika 
fasvariationer vid odling och dessa kunde lätt skiljas åt på basis av kolonifärg. Kolonier 
i den ena fasen var klarröda, medan kolonier i den andra fasen var ljusorangea (Bild 13).  
Kolonierna var i övrigt symmetriskt runda och torra och deras diameter varierade 
mellan 2 och 3 mm på YEM-agar med kongorött efter 2-3 d inkubering i 30°C. Även 
utseendet hos kolonier av stammarna CCG 57 Slimy 1 och CCG 57 Slimy 2, som 
tidigare konstaterats producera slem, såg ut på ovan nämnda sätt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bild 13. Koloniutseendet hos de två olika fasvariationerna av Stenotrophomonas-stammen 
CCNC 87. A) CCNC 87/1 med röda kolonier och B) CCNC 87/2 med ljusoranga kolonier efter 
2-3 d inkubering i 30°C på YEM-agar med kongorött. 
 
 
 B 
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S. rhizophila DSM 11405 uppvisade likadana fasvariationer vid odling på YEM-agar 
med kongorött (Bild 14A) och kolonierna liknade även i övrigt de ur Calliandra 
isolerade Stenotrophomonas-stammarnas kolonier. Kolonierna av typstammen S. 
maltophilia DSM 50170 var enbart röda och avsevärt mindre (diameter 1-1,5 mm) (Bild 
14B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bild 14. Kolonier av A) Stenotrophomonas rhizophila DSM 11405 och B) Stenotrophomonas 
maltophilia DSM 50170 efter 2-3 d inkubering i 30°C på YEM-agar med kongorött.  
 
 
6.3 Fysiologiska och biokemiska egenskaper hos Stenotrophomonas-stammarna 
 
Totalt sex Stenotrophomonas-stammar (CCG 57/1, CCG 57/2, CCG 57 Slimy 1, CCG 
57 Slimy 2, CCNC 87/1 och CCNC 87/2) isolerade från Calliandra karakteriserades 
enligt tillväxt i tre olika temperaturer samt på basis av tillväxt på 54 olika kol- och 
energikällor och enzymatisk aktivitet med hjälp av tre olika API-test. API 20 E var 
avsedd för identifiering av bakterier tillhörande familjen Enterobacteriaceae samt andra 
Gram-negativa stavar, API 20 NE för Gram-negativa stavar som inte tillhör familjen 
Enterobacteriaceae och API 50 CH användes för bestämning av bakteriernas 
kolhydratmetabolism. 
 
6.3.1 Skillnader i biokemiska egenskaper mellan fasvariationer av samma stam 
De sex Stenotrophomonas-stammarna som isolerats från Calliandra uppvisade identiska 
egenskaper med API 20 E (Bild 15) och API 20 NE –testerna (Tabell 12) och isolaten 
identifierades på basen av de uppkomna profilerna i apiweb
TM
 –databasen med 99,9 % 
(API 20 E), respektive 99,7 % (API 20 NE), sannolikhet som S. maltophilia. Även både 
A   
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S. maltophilia DSM 50170 och S. rhizophila DSM 11405 identifierades på basis av 
API–profilerna i apiwebTM –databasen med 99,9 % (API 20 NE), respektive 94,4 % 
(API 20 E) sannolikhet som S. maltophilia. Skillnader i fysiologiska och biokemiska 
egenskaper mellan Stenotrophomonas-stammarna samt deras fasvariationer framkom 
däremot med API 50 CH –testet (Tabell 11). 
De kol- och energikällor som fick till stånd rikligast tillväxt bland 
Stenotrophomonas-stammarna var N-acetylglukosamin, amygdalin, arbutin, D-cellobios 
och D-maltos (Tabell 11). För de sex Stenotrophomonas-stammarna uppkom positiva 
resultat för fem stammar i användningen av D-ribos och D-turanos samt för fyra i 
användningen av D-laktos och D-melibios. Bara en stam kunde använda metyl-αD-
glukopyranosid och D-lyxos, medan endast två kunde använda sig av amidon och 
glykogen.  
Vad gäller olikheter mellan fasvariationerna, kunde Stenotrophomonas-stammen 
CCG 57/1 använda D-laktos, D-melibios och D-turanos, medan CCG 57/2 kunde 
använda D-lyxos som kolkälla (Tabell 11). CCG 57 Slimy 2 kunde utnyttja metyl-αD-
glukopyranosid, vilket CCG 57 Slimy 1 inte var förmögen till. CCNC 87/2 använde D-
ribos, D-laktos och D- melibios, medan ingen tillväxt av CCNC 87/1 kunde konstateras 
på dessa kolkällor. Inget samband mellan färg på fasvariationen (röd/orange) och 
förmåga att använda en viss kolkälla kunde observeras på basen av de uppkomna 
resultaten. Inga paralleller kunde heller dras mellan enskilda sockerarter och avvikande 
resultat mellan fasvariationerna, bortsett från D-laktos och D-melibios, där skillnader 
uppkom både mellan CCG 57/1 och CCG 57/2 samt CCNC87/1 och CCNC 87/2.  
 
 
 
 
  
 
 
Bild 15. API 20 E -profil för Stenotrophomonas-stammen CCNC 87/2. 
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Tabell 11. Användning av olika kol- och energikällor hos från Stenotrophomonas-stammar 
isolerade från Calliandra calothyrsus på basis av API CH 50 –test.  
+ = svag tillväxt, ++ = tydligt tillväxt, +++ = mycket rik tillväxt och  s = mycket svag och svårt urskiljbar 
tillväxt. 
S. mal = S. maltophilia DSM 50170, data från detta arbete. 
S. rhi = S. rhizophila DSM 11405, data från detta arbete. 
CCG CCG CCG 57 CCG 57 CCNC CCNC
57/1 57/2 Slimy 1 Slimy 2 87/1 87/2 S. mal S. rhi
Substrat röd orange röd orange röd orange
Glycerol - - - - - - - -
Erytritol - - - - - - - -
D-Arabinos - - - - - - - -
L-Arabinos - - - - - - - -
D-Ribos s s s + - s - -
D-Xylos - - - - - - - +
L-Xylos - - - - - - - -
D-Adonitol - - - - - - - -
Metyl-βD-Xylopyranosid - - - - - - - -
D-Galaktos - - - - - - - -
D-Glukos + + + + + + ++ ++
D-Fruktos + + + + + ++ ++ +
D-Mannos + + + + ++ ++ ++ ++
L-Sorbos - - - - - - - -
L-Rhamnos - - - - - - - -
Dulsitol - - - - - - - -
Inositol - - - - - - - -
D-Mannitol - - - - - - - -
D-Sorbitol - - - - - - - -
Metyl-αD-Mannopyranosid - - - - - - - -
Metyl-αD-Glukopyranosid - - - + - - - +
N-Acetylglukosamin ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Amygdalin + ++ ++ ++ ++ + ++ ++
Arbutin ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Eskulin + + + + + + + +
Salicin + + + + + ++ + +
D-Cellobios ++ + ++ ++ ++ ++ + ++
D-Maltos ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
D-Laktos s - s + - + - +
D-Melibios + - + + - + - +
D-Sackaros + + + + + + + +
D-Trehalos + + + + + + - ++
Inulin - - - - - - - -
D-Melezitos - - - - - - - -
D-Raffinos - - - - - - - -
Amidon (stärkelse) + + - - - - s -
Glycogen + + - - - - - -
Xylitol - - - - - - - -
Gentiobios + + + + + + + ++
D-Turanos + - + + + + s +
D-Lyxos - s - - - - - +
D-Tagatos - - - - - - - -
D-Fukos - - - - - - - -
L-Fukos - - - - - - - -
D-Arabitol - - - - - - - -
L-Arabitol - - - - - - - -
Kaliumglukonat - - - - - - - -
Kalium-2-ketoglukonat - - - - - - - -
Kalium-5-ketoglukonat - - - - - - - -
Stenotrophomonas -stam
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6.3.2 Likheter mellan de ur Calliandra isolerade Stenotrophomonas-stammarna 
och andra Stenotrophomonas-arter 
De sex från Calliandra isolerade Stenotrophomonas-stammarnas fysiologiska och 
biokemiska egenskaper visade störst likhet med S. maltophilia DSM 50170 och S. 
rhizophila DSM 11405 (Tabell 12). De tydligaste skillnaderna mellan 
Stenotrophomonas-stammarna isolerade från Calliandra och de andra 
Stenotrophomonas-arterna uppkom i användningen av olika kol- och energikällor. 
De egenskaper som alla Stenotrophomonas-stammar och –arter hade gemensamt 
var tillväxt i +28°C och +37°C, katalasaktivitet samt avsaknad av ureasaktivitet  och 
oförmåga att använda fenylacetat och kaprat som kol- och energikällor (Tabell 12). De 
flesta Stenotrophomonas-arter hade i likhet med de från Calliandra isolerade 
Stenotrophomonas-stammarna även gelatinasaktivitet (10/13), förmåga att använda 
citrat (10/13), glukos (9/13), maltos (9/13), mannos (9/13) och N-acetylglukosamin 
(11/12) som kolkälla samt saknade förmåga till denitrifikation (9/11), produktion av 
indol (11/12), användning av adipat (10/11), arabinos (12/13), glukonat (11/12), inositol 
(10/12), mannitol (10/12), rhamnose (9/12) och sorbitol (11/13) som kolkälla. 
Stenotrophomonas-stammarna isolerade från Calliandra skiljde sig från majoriteten av 
Stenotrophomonas-arterna genom att vara oxidasnegativa, ha β-galaktosidasaktivitet 
samt kunna använda amygdalin, melibios och sackaros som kol-och energikällor. 
Av de 85 testade biokemiska och fysiologiska egenskaperna hade 
Stenotrophomonas-stammarna isolerade från Calliandra 78 egenskaper gemensamma 
med både S. maltophilia DSM 50170 och S. rhizophila DSM 11405 (Tabell 11 och 
Tabell 12). De största skillnaderna i egenskaperna mellan Calliandra-isolaten och S. 
maltophilia DSM 50170 var de positiva resultaten för Calliandra-isolaten i fråga om β-
galaktosidasaktivitet, användning av D-melibios, D-ribos, D-laktos och D-trehalos. Bara 
S. maltophilia DSM 50170 hade förmåga att använda av amidon. De största 
skillnaderna i egenskaperna mellan Calliandra-isolaten och S. rhizophila DSM 11405 
var däremot de positiva resultaten för Calliandra-isolaten i fråga om β-
galaktosidasaktivitet och användning av D-ribos. Bara S. rhizophila DSM 11405 
uppvisade tillväxt i +4°C, oxidasaktivitet, och användning av D-xylos, metyl-αD-
glukopyranosid och D-lyxos (Tabell 11 och 12).  
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Tabell 12. Fysiologiska och biokemiska egenskaper hos Stenotrophomonas-stammar isolerade 
från Calliandra calothyrsus och hos andra Stenotrophomonas-arter (Tabell 3) på basis av API 
20 E, API 20 NE och API 50 CH –test. 
- = negativt testresultat, + = positivt testresultat och og = ogjort test. 
1
 S. maltophilia DSM 50170, data från detta arbete.  
2
 S. rhizophila DSM 11405, data från detta arbete. 
3
 S. terrae DSM 18941, data från Heylen m.fl. (2007). 
4
 S. humi DSM 18929, data från Heylen m.fl. (2007). 
5
 S. nitritireducens DSM 12575, data från Finkmann m.fl. (2000).  
6
 S. acidaminiphila DSM 13117, data från Assih m.fl. (2002).  
7
 S. koreensis DSM 17805, data från Yang m.fl. (2006). 
8
 S. chelatiphaga DSM 21508, data från Kaparullina m.fl. (2009). 
9
 S. ginsengisoli DCY01, data från Kim m.fl. (2010). 
10
 S. panacihumi MK06, data från Lee m.fl. (2010). 
11
 S. pavanii LMG 25348, data från Ramos m.fl. (2010). 
12
 S. daejeonensis MJ03, data från Yi m.fl. (2010). 
 
 
 
Egenskaper 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tillväxttemperatur:
4°C - - + - - - - - - - + - -
 28°C + + + + + + + + + + + + +
37°C + + + + + + + + + + + + +
Reduktion av nitrat + + + + + - + - - og - og -
Denitrifikation - - - - - + +, - - - og - og -
Enzymaktivitet:
Oxidas - - + + + + + +, - + + + - +
Katalas + + + + + + + + + + + + +
β-galaktosidas + - - - - - - - + og + + -
Arginindihydrolas - - - - - - - - og + - - og
Lysindekarboxylas + + + og og og - og og og og + og
Ornithindekarboxylas - - - og og og - og og og og - og
Ureas - - - - - - - - - - - - -
Tryptofandeaminas - - - og og og og og og og og + og
Gelatinas + + + + + - - + + - + + +
β-glukosidas + + + + - - + - - - - + +
Produktion av:
H2S - - - og og og og og og og og og -
Indol - - - - - - - - + - - og -
Acetoin - - - og og og og og og og og og og
Användning av kolkälla:
Adipat - - - - - - - - og - + og -
Amygdalin + + + - - - - - og og og - +
Arabinos - - - - - - - - - - - - +
Citrat + + + + + + - - + - + + +
Fenylacetat - - - - - - - - og - og og -
Glukonat - - - - - - - - og - + - -
Glukos + + + + - - + - + + + - +
Inositol - - - + - - - - og - - - +
Kaprat - - - - - - - - og - - og -
Malat + + + - + - - - + - - og -
Maltos + + + + + - + - + + - - +
Mannitol - - - - - - - - og + - - +
Mannos + + + + + - + - + - + - +
Melibios + - + - - - - - og - + - -
N-acetyl-glukosamin + + + + + + + - og + + + +
Rhamnose - - - - - - - - og + + - +
Sackaros + + + - - - - - - - + - -
Sorbitol - - - - - - - - + - - - +
Calliandra - 
stam
Stenotrophomonas -art
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6.4 Stenotrophomonas-stammarnas förmåga att inducera uppkomsten av 
rotknölar 
 
För att få klarhet i ifall Stenotrophomonas-stammarna isolerade från Calliandra hade 
förmåga att inducera rotknölsbildning eller fixera kväve undersöktes förekomsten av 
gener för rotknölsbildning, nodA och nodC, samt gener för kvävefixering, nifH och 
nifD, med hjälp av PCR-amplifiering och genom växtförsök. 
 
6.4.1 Förekomsten av gener för rotknölsbildning och kvävefixering 
Amplifieringen av nodA-genen med de använda primrarna nodA-1 och nodA-2 gav ett 
negativt resultat för alla Stenotrophomonas-originalstammar isolerade från Calliandra 
från Centralamerika och Nya Kaledonien (Tabell 13). Däremot uppkom det för 
majoriteten (11/15) av de finska växtförsöksisolaten nodA-PCR-produkter av storleken 
660 bp. Inga nodC-PCR-produkter uppkom för originalstammarna med primrarna 
nodC-F och nodC-I, bortsett från CCG 8/1 som uppvisade en nodC-PCR-produkt av 
storleken 930 bp (Tabell 13). Däremot uppkom det för majoriteten (12/15) av de finska 
växtförsöksisolaten nodC-PCR-produkter. För de Stenotrophomonas-isolat som 
användes i växthusförsöket, CCG 57/1, CCG 57/2 och CCG 57 ROS 3A, uppstod det 
motstridiga PCR-resultat. Stammarna saknade både gener för rotknölsbildning (nod) 
och kvävefixering (nif) när det före växthusförsöken gjordes försök att amplifiera dessa 
gener direkt ur kolonier från bakterier som uppväckts från frysen (data saknas). 
 Nästan alla (12/13) testade originalstammar och finska växtförsöksisolat (12/15) 
uppkom produkter av storleken 780 bp vid PCR-amplifieringen av nifH-genen med 
primerparet nifH-I och nifH-F (Tabell 13). Det uppkom ingen nifD-PCR-produkt hos 
någon av stammarna med de använda universella primerparen nifD-2f och nifD-1r. De 
universella primrarna Zehr-nifHf och Zehr-nifHr användes inte, eftersom det hos den 
använda positiva kontrollen uppkom PCR-produkter av fel storlek vid amplifieringen. 
För varken S. maltophilia DSM 50170 eller S. rhizophila DSM 14405 uppkom PCR-
produkter för de undersökta generna med de använda primrarna. 
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Tabell 13. Förekomsten av symbiotiska gener hos Stenotrophomonas-stammar isolerade från 
Calliandra calothyrsus rotknölar undersökt med hjälp av PCR av isolerat DNA. Stammarna 
utmärkta med fet stil användes i växthusförsöket. 
 
+ = positivt, - = negativt, ? = otydligt amplifieringsresultat och og = ogjord PCR-amplifiering. 
 
 
 
Stenotrophomonas -stam nodA nodC nifH nifD
Originalstammar:
CCH 35/1 - - + -
CCM 18/1 - ? + -
CCM 18/2 - - og og
CCM 26/2 - - - -
CCN 29 - - + -
CCN 57 - - og og
CCN 40/1 - - og og
CCG 8/1 - + og og
CCG 16 - - og og
CCG 37/1 - - + -
CCG 37/2 - - og og
CCG 57/1 - - + -
CCG 57/2 - - + -
CCCR 9/1 - - + -
CCCR 9/2 - - og og
CCCR 25/2 - - og og
CCCR 38/1 - - + -
CCCR 38/2 - - og og
CCNC 53/1 - - og og
CCNC 53/2 - - og og
CCNC 63/2 - - og og
CCNC 67/1 - - + -
CCNC 67/2 - - og og
CCNC 87/1 - - + -
CCNC 87/2 - - + -
CCNC 92/2 - - og og
CCNC 97/1 - - + -
CCNC 97/2 - - og og
Isolat ur växtförsök i Finland:
CCG 57 Red B3 + + + -
CCG 57 Red B7 + + + -
CCG 57 Slimy A5 + + + -
CCG 57 Slimy B1 - - + -
CCG 57 Slimy B3 - + + -
CCG 57 Slimy B5 + - - -
CCG 57 ROS 1A - - - -
CCG 57 ROS 3 + + + -
CCG 57 ROS 5 + + + -
CCG 57 ROS 7 ? + + -
CCNC 67/1 3 + + + -
CCNC 67/1 7 + + + -
CCNC 67/1 9 + + + -
CCG 57 Slimy 1 + + ? -
CCG 57 Slimy 2 + + + -
S. maltophilia DSM 50170 - - - -
S. rhizophila DSM 14405 - - - -
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nodA-, nodC- och nifH-PCR-produkter sekvenserades och jämfördes med motsvarande 
sekvenser i GeneBank-databasen (NCBI) för att undersöka ifall de amplifierade generna 
var gener för rotknölsbildning och kvävefixering. Alla tre partiellt sekvenserade nodA-
gener visade störst likhet med nodA-gener från Rhizobium sp. isolerad från Mimosa 
invisa (Tabell 14). De partiellt sekvenserade nodC-generna visade störst likheter med 
nodC-gener från Rhizobium sp. isolerad från P. vulgaris och Rhizobium sp. isolerad från 
M. invisa. 
De partiellt sekvenserade nifH-generna liknade inte någon tidigare isolerad nifH-
gen. Däremot visade de störst likhet med hypotetiska oxidoreduktasenzym och 
transmembranprotein hos stammen S. maltophilia K279a, vars hela genom sekvenserats 
(Tabell 14). nifH-sekvenserna för stammen CCNC 87/2 kunde inte göras till en 
konsensussekvens på grund av för stora olikheter i sekvenserna. De använda primrarna i 
nifH-PCR-reaktionerna hade tydligt inte amplifierat den önskade genen, vilket 
understryker betydelsen av sekvensering av positiva PCR-produkter för att med 
säkerhet kunna konstatera att de amplifierade produkterna verkligen är de gener man 
söker efter. 
 
 
Tabell 14. Partiellt sekvenserade nodA-, nodC- och nifH-gener från Stenotrophomonas-stammar 
isolerade från Calliandra calothyrsus och deras likhet med befintliga gener i GeneBank-
databasen (NCBI).  
 
Stenotrophomonas -stam Genstorlek (bp) Närmaste BLAST-resultat Accession nr. Ursprung Likhet
nodA
CCG 57 Red B7 564 Rhizobium  sp. NGR181 nodA EU386138 Mimosa invisa 100 %
CCNC 87/1 3 559 Rhizobium  sp. NGR181 nodA EU386138 Mimosa invisa 100 %
CCG 57 Slimy 1 577 Rhizobium  sp. NGR181 nodA EU386138 Mimosa invisa 99 %
nodC
CCG 57 Red B3 904 Rhizobium tropici CFN299 nodC X98514 Phaseolus vulgaris 96 %
CCG 57 Red B7 904 Rhizobium tropici CFN299 nodC X98515 Phaseolus vulgaris 96 %
CCNC 67/1 3 852 Rhizobium  sp. NGR181 nodC EU386152 Mimosa invisa 99 %
CCNC 67/1 7 907 Rhizobium tropici CFN299 nodC X98515 Phaseolus vulgaris 96 %
CCNC 67/1 9 904 Rhizobium tropici CFN299 nodC X98516 Phaseolus vulgaris 96 %
CCG 57 Slimy 1 904 Rhizobium tropici CFN299 nodC X98517 Phaseolus vulgaris 96 %
CCG 57 Slimy 2 904 Rhizobium tropici CFN299 nodC X98518 Phaseolus vulgaris 96 %
CCG 57 Slimy A5 907 Rhizobium tropici CFN299 nodC X98519 Phaseolus vulgaris 96 %
CCG 57 Slimy B3 910 Rhizobium tropici CFN299 nodC X98520 Phaseolus vulgaris 96 %
CCG 57 ROS 3 904 Rhizobium tropici CFN299 nodC X98521 Phaseolus vulgaris 96 %
CCG 57 ROS 5 904 Rhizobium tropici CFN299 nodC X98522 Phaseolus vulgaris 96 %
CCG 57 ROS 7 904 Rhizobium tropici CFN299 nodC X98523 Phaseolus vulgaris 96 %
nifH
CCG 57 Slimy B3 691 AM743169 patient 87 %
CCNC 87/2 (nifH-I) 765 AM743169 patient 92 %
CCNC 87/2 (nifH-F) 770 AM743169 patient 92 %
S. maltophilia  K279a, hypotetiskt 
oxidoreduktasprotein
S. maltophilia  K279a, hypotetiskt 
transmembranprotein
S. maltophilia K279a, hypotetiskt 
oxidoreduktasprotein
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6.4.2 Stenotrophomonas-stammarnas effekt på värdväxten Calliandra calothyrsus 
Med hjälp av växtförsök i koloniseringsrör undersöktes åtta från Calliandra isolerade 
Stenotrophomonas-stammars förmåga att infektera rothår och bilda rotknölar hos den 
värdväxt de ursprungligen isolerats ur. Calliandra-växterna odlades i fem replikata 
glasrör med två växter i varje rör för varje behandling. Växterna odlades i 15 d eller 28 
d i en blandning av sand och vermikulit i ett klimatkontrollerat odlingsskåp för växter. 
 
Inverkan på rothåren 
Vid mikroskopieringen av metylenblåfärgade Calliandra-rötter efter 15 d odling, kunde 
man konstatera att alla rötter, både ympade och oympade, uppvisade rothår med diverse 
utseenden och storlekar – långa, korta, smala och tjocka (Bild 16). Antalet rothår 
verkade dock vara mindre hos de oympade negativa kontrollplantorna än hos plantorna 
ympade med någon av Stenotrophomonas-stammarna eller R. tropici CCN 28, som 
bildar kvävefixerande rotknölar hos Calliandra. Hos rötter ympade med 
Stenotrophomonas-stammar kunde man upptäcka strukturer som kunde tyda på 
invadering av rothåren: infektionstrådar (Bild 16A och E), deformerade rothår (Bild 
16B), tjocka rothår möjligen innehållande koloniserande bakterier (Bild 16C, D och F) 
och antydningar till början på rotknölar. Likadana rothårsstrukturer upptäcktes hos de 
positiva kontrollplantorna som ympats med R. tropici CCN 28, men de saknades hos de 
oympade kontrollplantorna. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
89 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bild 16. Rothår av Calliandra calothyrsus färgade med metylenblå efter 15 d odling i en 
blandning av sand och vermikulit (1:1) i sterila glasrör i klimatkontrollerat odlingsskåp för 
växter. Växterna var ympade med Stenotrophomonas-stammarna A) CCNC 87/1 och CCNC 
87/2, B) CCCR 38/1 och CCCR 38/2, C) CCG 57/1 och CCG 57/2, D) CCM 18/1 och CCM 
18/2, E) och F) CCG 37/1 och CCG 37/2. 
 
 
 
Uppkomsten av rotknölar 
Hos de oympade Calliandra-plantornas rötter kunde inga rotknölar eller andra speciella 
strukturer upptäckas med stereomikroskop efter 28 d odling. Inga tecken på rotknölar 
kunde heller urskiljas hos plantorna ympade med Stenotrophomonas-stammar, bortsett 
från rötterna hos två plantor ympade med Stenotrophomonas-stammarna CCM 18/1 och 
CCM 18/2. Hos dessa kunde man urskilja möjliga början till rotknölar (Bild 17E och F) 
samt brunaktiga fläckar på huvudroten (Bild 17D), som eventuellt var rotknölar som 
avstannat i utvecklingen. 
Endast en av de två positiva kontrollplantorna ympade med R. tropici CCN 28 
hade i sina rötter synliga rotknölar (Bild 17B). Hos den andra kontrollplantan kunde 
man urskilja flera, brunaktiga början på rotknölar på huvudroten (Bild 17C). 
Uppkomsten av endast få rotknölar hos plantor ympade med R. tropici CCN 28 samt de 
i utvecklingen avstannade rotknölarna kunde bero på att växterna led av torka. 
Koloniseringsrören var eventuellt inte heller lämpade för odling av trädplantor eller för 
så pass långa odlingar (28 d) utan tillsatt vatten.  
 
 
 
A B C 
D E F 
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Bild 17. Calliandra calothyrsus rötter ympade med Stenotrophomonas-stammar undersökta 
med stereomikroskop efter 28 d odling i en blandning av sand och vermikulit (1:1) i sterila 
glasrör i klimatkontrollerat odlingsskåp för växter. A) Bara rötter efter ympning med 
Stenotrophomonas-stammarna CCH 35/1 och CCH 35/2, B) synliga rotknölar efter ympning 
med Rhizobium tropici CCN 28, C) början till rotknölar som avstannat i utvecklingen hos rötter 
ympade med R. tropici CCN 28; D, E och F) möjliga början till rotknölar hos rötter ympade 
med Stenotrophomonas-stammarna CCM 18/1 och CCM 18/2. 
 
 
6.5 Märkningsförsök med fluorescerande markörgener och gusA 
 
För att kunna detektera Stenotrophomonas-bakteriernas kolonisering av Calliandra-
plantors rötter gjordes försök att märka åtta Stenotrophomonas-isolat, CCG 57/1, CCG 
57/2, CCG 57 Slimy 1, CCG 57 Slimy 2, CCNC 87/1 och CCNC 87/2, med den 
fluorescerande markörgenen, gfp, och/eller β-glukuronidasgenen, gusA. 
Märkningen av Stenotrophomonas-isolaten lyckades inte. E. coli S-17.1 (gfp och 
gus) -donorstammen var fluorescerande både under UV-lampa och transilluminator, 
men inga fluorescerande Stenotrophomonas-kolonier uppkom på selektionsplattorna 
efter konjugationen. Trots flera konjugationsförsök även med E. coli HAMBI 2178 
(gusA) –donorstammen, kunde inga blåfärgade, märkta Stenotrophomonas-kolonier 
detekteras på selektionsplattorna innehållande X-glucA.  
 
 
 
A  C 
F E D 
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6.6 Stenotrophomonas-stammarnas tillväxtfrämjande PGP-aktiviteter 
 
Sex olika aktiviteter som förknippas med bakteriers främjande av växters tillväxt - 
produktion av indol-3-ättiksyra (IAA), sideroforer, proteas, lipas och cellulas samt 
frigöring av fosfater – testades hos Stenotrophomonas-stammarna som isolerats från 
Calliandra och genom odlingsberoende metoder. Stammarnas förmåga att fixera kväve 
undersöktes genom PCR-amplifiering av gener för kvävefixering (5.4.1 Förekomsten av 
gener för rotknölsbildning och kvävefixering). 
Alla 33 Stenotrophomonas-stammar saknade förmåga att på de använda 
medierna frigöra fosfater samt producera sideroforer och cellulaser (Tabell 15). Stor 
proteas- och lipasaktivitet kunde däremot konstateras (Bild 18). S. rhizophila DSM 
14405 visade störst IAA-produktion (abs = 0,1376) och en stark rosa färg uppkom 
endast för denna stam, medan Calliandra-isolaten producerade endast små mängder av 
auxinet i fråga (abs = 0,003-0,045). Hos stammarna CCNC 53 och CCCR 38 uppkom 
skillnader mellan fasvariationerna. CCCR 38/1 hade större proteas- och lipasaktivitet än 
CCCR 38/2, medan CCNC 53/2 hade större proteasaktivitet än CCNC 53/1. Ingen av 
Stenotrophomonas-stammarna visade tillväxt på någon av de fyra testade syntetiska 
medierna med kända sammansättningar. Detta gjorde det omöjligt att byta ut mediernas 
kvävekälla mot ACC och en bestämning av ACC-deaminasaktiviteten kunde således 
inte göras med den metoden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bild 18. A) Proteas- och B) lipasaktivitet hos Stenotrophomonas-stammar isolerade från 
Calliandra calothyrsus efter 3-5 d inkubering i +30°C. Produktion av proteaser konstaterades på 
basen av en klar zon runt kolonierna där kaseinet i mediet brutits ner och lipasaktivitet 
konstaterades på basen av en vit kalciumfällning runt kolonierna. 
 
A B 
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Tabell 15. PGP-aktivitet hos Stenotrophomonas-stammar isolerade från Calliandras 
calothyrsus rotknölar. 
- = negativt testresultat 
a
 IAA = indol-3-ättiksyra. Färgförändringens absorbans ( = 530 nm) mättes med spektrofotometer.+ = 
0,003-0,045; +++ = > 0,135. 
b
 Proteasproduktion: + = en liten klar zon, ++ = en tydlig klar zon och +++ = en stor klar zon runt 
bakterierna. 
c
 Lipasproduktion: + = en liten zon, ++ = en medelstor/stor zon av kalciumfällning runt bakterierna. 
 
 
6.7 Stenotrophomonas-stammarnas inverkan på baljväxters tillväxt och 
rotknölsbildning i växthus 
 
Genom växtförsök utförda i krukor med såtorv med litet kväveinnehåll undersöktes i 
klimatkontrollerat växthus tre från Calliandra isolerade Stenotrophomonas-isolatens 
Stenotrophomonas -stam IAA
a Frigörning         
av fosfater
Siderofor-
produktion
Proteas
b
Lipas
c Cellulas
CCH 35/1 + - - ++ ++
CCH 35/2 + - - ++ ++ -
CCM 18/1 + - - ++ ++ -
CCM 18/2 + - - ++ ++ -
CCM 26/2 + - - ++ + -
CCG 8D/1 + - - ++ + -
CCG 8D/2 + - - ++ + -
CCG 16 + - - ++ + -
CCG 37/1 + - - ++ ++ -
CCG 37/2 + - - ++ ++ -
CCG 57/1 + - - ++ ++ -
CCG 57/2 + - - ++ ++ -
CCN 29 + - - ++ ++ -
CCN 40/1 + - - ++ ++ -
CCN 57 + - - ++ ++ -
CCCR 9/1 + - - +++ + -
CCCR 9/2 + - - +++ + -
CCCR 25/2 + - - +++ + -
CCCR 38/1 + - - +++ + -
CCCR 38/2 + - - + - -
CCNC 53/1 + - - + + -
CCNC 53/2 + - - +++ + -
CCNC 63/2 + - - +++ + -
CCNC 67/1 + - - +++ + -
CCNC 67/2 + - - +++ + -
CCNC 87/1 + - - ++ ++ -
CCNC 87/2 + - - ++ ++ -
CCNC 92/2 + - - ++ ++ -
CCNC 97/1 + - - ++ + -
CCNC 97/2 + - - ++ + -
CCG 57 ROS 3A + - - ++ ++ ´-
S. maltophilia DMS 50170 + - - + ++ -
S. rhizophila DSM 14405 +++ - - ++ + -
PGP-aktivitet
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(CCG 57 ROS 3A och CCG 57/1 + CCG 57/2) inverkan på buskbönans (Phaseolus 
vulgaris) och getärtens (Galega orientalis) tillväxt, rotknölsbildning och kväveinnehåll. 
Isolatens inverkan testades både enskilt och tillsammans med R. galegae HAMBI 540 
och R. tropici CIAT 899. Dessa rhizobiestammar har förmåga att bilda effektiva, 
kvävefixerande rotknölar med de i växtförsöket använda växtarterna. 
Efter sex veckors odling med två växter i varje kruka var 14 av 20 oympade 
bönplantor ljusgula till färgen samt hade färre och till storleken mindre baljor än plantor 
ympade med Stenotrophomonas-isolaten CCG 57/1 + CCG 57/2 eller CCG 57 ROS 3A 
och/eller R. tropici CIAT 899 (Bild 19). De övriga sex oympade plantorna var gröna 
och välmående samt hade även rotknölar i sina rötter. Data för dessa växter avlägsnades 
därför från resultaten för rötternas och skottens torrvikt samt rotknölarnas antal och 
torrvikt. De 10 bönplantorna ympade endast med Stenotrophomonas-isolaten CCG 57/1 
+ CCG 57/2 och CCG 57 ROS 3A var relativt välmående och gröna till färgen, bortsett 
från de understa bladen som hade börjat gulna och vissna (Bild 19). Inga tydliga 
skillnader kunde skönjas mellan de 10 plantorna per behandling ympade med endast R. 
tropici CIAT 899 och med en blandning av R. tropici CIAT 899 och 
Stenotrophomonas-isolaten. Dessa var alla gröna och välmående. Plantorna ympade 
med blandningar av R. tropici CIAT 899 och Stenotrophomonas-stammar verkade vara 
aningen frodigare och eventuellt ha fler och större baljor än de plantor som ympats 
endast med Stenotrophomonas-stammar.  
De oympade getärtplantorna och de plantor som ympats med endast 
Stenotrophomonas-isolaten CCG 57/1 + CCG 57/2 eller CCG 57 ROS 3A var vid 
upptagning ljusgula till färgen, vilket tyder på kvävebrist. Plantor ympade med 
Stenotrophomonas-isolaten var dock större och lummigare än de oympade plantorna. 
Plantor ympade med CCG 57 ROS 3A hade större blad än de oympade plantorna. 
Plantorna ympade med Stenotrophomonas-isolaten tillsammans med R. galegae 
HAMBI 540 var gröna. Speciellt getärtväxterna ympade med CCG 57 ROS 3A och R. 
galegae HAMBI 540 var synligt lummigare och hade större blad än de positiva 
kontrollerna som enbart ympats med R. galegae HAMBI 540. 
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Bild 19. Oympade bönväxter (Phaseolus vulgaris), bönväxter ympade med endast Rhizobium 
tropici CIAT 899 och bönväxter ympade med Stenotrophomonas-isolaten CCG 57/1 + CCG 
57/2 eller CCG 57 ROS 3A tillsammans med R. tropici CIAT 899 efter sex veckors odling med 
två plantor per kruka i såtorv med litet kväveinnehåll i klimatkontrollerat växthus. 
 
 
6.7.1 Skottens och rötternas torrvikt  
Skotten hos bönplantor ympade med R. tropici CIAT 899 var bara lite längre än de 
oympade bönplantorna (Bild 20A). Däremot var torrvikten hos bönväxternas skott var 
avsevärt högre för de med Stenotrophomonas-isolat och/eller R. tropici CIAT 899 
ympade plantorna än för de oympade kontrollplantorna (Bild 20B). Ympning med 
endast Stenotrophomonas-isolaten CCG 57/1 + CCG 57/2 eller CCG 57 ROS 3A ökade 
skottens torrvikt i medeltal med 97 % och en blandning av R. tropici CIAT 899 och 
Stenotrophomonas-isolat ökade torrvikten i medeltal med 140 %. Torrvikten hos 
bönväxternas rötter var högst för de oympade plantorna (Bild 20C). Rötternas torrvikt 
hos plantorna ympade med Stenotrophomonas- stammar och/eller R. tropici CIAT 899 
skiljde sig statistiskt sett från de oympade kontrollplantornas rötter, men inte från 
varandra. Tidpunkten för upptagningen av växterna (sex veckor efter sådd) var aningen 
för sen eftersom en del av växterna, främst de oympade kontrollplantorna, hade börjat 
tappa blad. 
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Bild 20. Längden på skott (A) samt torrvikt hos skott (B) och rötter (C) hos buskböna 
(Phaseolus vulgaris) efter ympning med Stenotrophomonas-isolaten CCG 57/1 + CCG 57/2 och 
CCG 57 ROS 3A både enskilt och tillsammans med Rhizobium tropici CIAT 899. Plantorna 
odlades i sex veckor i såtorv med litet kväveinnehåll i klimatkontrollerat växthus. Antalet 
plantor per behandling var 10, med undantag av de oympade plantorna (n = 14). Balken i varje 
stapel visar standardfelet. Staplarna med olika bokstäver skiljer sig betydligt från varandra 
P<0,05 (Tukey‟s test).  
 
 
 
Längderna hos getärtplantornas skott skiljde sig betydligt endast mellan de oympade 
kontrollplantorna och plantorna ympade med Stenotrophomonas-stammarna CCG 57/1 
och CCG 57/2 samt CCG 57 ROS 3A tillsammans med R. galegae HAMBI 540 (Bild 
21A). Statistiskt betydelsefulla skillnader hos skottens och rötternas torrvikter kunde 
uppmätas mellan plantor ympade med en blandning av Stenotrophomonas CCG 57 
ROS 3A och R. galegae HAMBI 540 och oympade kontrollplantor (Bild 21B och 21C). 
Ympning med en blandning av Stenotrophomonas CCG 57 ROS 3A och R. galegae 
HAMBI 540 ökade även både skottens (115 %) och rötternas (126 %) torrvikter i 
jämförelse torrvikterna hos plantorna ympade endast med R. galegae HAMBI 540. 
Detta tyder på att saminokulering av dessa två stammar verkar kunna öka 
getärtväxternas biomassa mer i förhållande till inokulering av endast den effektiva 
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rhizobiestammen R. galegae HAMBI 540. Även ympning med enbart 
Stenotrophomonas-stammarna CCG 57/1 och CCG 57/2 samt CCG 57 ROS 3A föreföll 
ha positiv effekt på skottens (32 %) och rötternas biomassa (37 %) i jämförelse med de 
oympade plantorna. Standardfelen hos torrvikterna var dock relativt stora, vilket tyder 
på stor variation på torrvikterna hos getärtplantornas skott och rötter. 
 
 
Bild 21. Längden på skott (A) samt torrvikt hos skott (B) och rötter (C) hos getärt (Galega 
orientalis) efter ympning med Stenotrophomonas-isolaten CCG 57/1 + CCG 57/2 och CCG 57 
ROS 3A både enskilt och tillsammans med Rhizobium galegae HAMBI 540. Plantorna odlades 
i nio veckor i såtorv med litet kväveinnehåll i klimatkontrollerat växthus. Antalet plantor per 
behandling var 10. Balken i varje stapel visar standardfelet. Staplarna med olika bokstäver 
skiljer sig betydligt från varandra P<0,05 (Tukey‟s test).  
 
 
6.7.2 Uppkomsten av rotknölar hos getärt (Galega orientalis) och buskböna 
(Phaseolus vulgaris) 
De getärtplantor som ympats enskilt med R. galegae HAMBI 540 eller med R. galegae 
HAMBI 540 tillsammans med de ur Calliandra isolerade Stenotrophomonas-isolaten 
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CCG 57/1 + CCG 57/2 eller CCG 57 ROS 3 hade rotknölar i sina rötter. Rotknölarna 
var avlånga och cylinderformade (eng. indeterminate nodule), samt en del även 
förgrenade. Till färgen var de ljusrosa, dvs. kunde fixera kväve, eftersom cytoplasman 
hos rotknölsceller innehåller leghemoglobin som ger aktiva rotknölar en rosa färg (Ott 
m.fl. 2005). De oympade getärtplantorna och plantorna ympade med endast 
Stenotrophomonas-isolat hade inga rotknölar i sina rötter. Stenotrophomonas-isolaten 
hade tydligt inte förmåga att inducera rotknölsbildning hos G. orientalis. 
48 av 50 bönplantor ympade med Stenotrophomonas-isolaten CCG 57/1 + CCG 
57/2 eller CCG ROS 3 antingen enskilt eller tillsammans med R. tropici CIAT 899 
formade rikligt med runda, sfäriska rotknölar (eng. determinate nodule) med vita fåror 
på ljusrosa eller ljusgrön bakgrund (Bild 22A). Denna upptäckt var troligen orsaken till 
att bönväxterna ympade med endast Stenotrophomonas-isolat till utseendet var gröna 
och välmående samt hade höga torrvikter och kväveinnehåll (Bild 22A och 22B). 2 av 
10 plantor ympade med Stenotrophomonas-isolaten CCG 57/1 + CCG 57/2 saknade 
rotknölar. Plantorna härstammade från samma kruka och misstänktes därför ha lämnat 
utan tillsatt ymp. Även 6 av 20 oympade plantor hade rotknölar med ovan nämnda, 
normala utseenden i sina rötter, medan 9 av 20 uppvisade otypiska knölar. Dessa var 
helvita, stora och tumörliknande eller vita, slanka och mycket små. Endast fem 
oympade bönplantor saknade helt knölstrukturer i sina rötter. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Bild 22. A) Sfäriska rotknölar hos rötter ympade med Stenotrophomonas-stammarna CCG 57/1 
+ CCG 57/2 isolerade från Calliandra calothyrsus och B) oympade rötter med vita, stora, 
tumörliknande knölar hos bönplantor odlade i sex veckor i såtorv med litet kväveinnehåll i 
klimatkontrollerat växthus. 
 
 
Endast bönplantornas rotknölar räknades och vägdes. Antalet rotknölar per rot hos 
bönplantor ympade med Stenotrophomonas-isolaten CCG 57/1 + CCG 57/2 eller CCG 
A B 
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ROS 3 antingen enskilt eller tillsammans med R. tropici CIAT 899 var stort oavsett 
behandling (470-600 stycken) (Bild 23A). För de oympade plantorna exkluderades data 
för de sex bönplantorna med normala rotknölar i diagrammen för rotknölarnas antal och 
torrvikt. Antalet otypiska rotknölar hos de oympade plantorna var avsevärt lägre än de 
normala rotknölarna hos plantorna ympade med Stenotrophomonas-isolaten och/eller 
med R. tropici CIAT 899.  
 Mellan rotknölarnas torrvikter uppkom större variationer mellan de olika 
behandlingarna. Rotknölarnas torrvikt hos plantor ympade med Stenotrophomonas-
stammarna CCG 57/1 + CCG 57/2 eller CCG ROS 3 var störst (Bild 23B). De största 
skillnaderna mellan behandlingarna både gällande rotknölarnas torrvikt och antal kan 
dock antas bero på de i arbetet deltagande personernas olika plockningstekniker samt 
olika förmåga att räkna och estimera rotknölarnas antal. 
 
 
 
Bild 23. Antal (A) och torrvikt (B) hos rotknölar från bönväxter som ympats med från 
Calliandra calothyrsus isolerade Stenotrophomonas-isolat och Rhizobium tropici CIAT 899 
både enskilt och tillsammans. Plantorna odlades i sex veckor i såtorv med litet kväveinnehåll i 
klimatkontrollerat växthus. Antalet plantor per behandling var 10, med undantag av de oympade 
plantorna (n = 14). Balken i varje stapel visar standardfelet. Staplarna med olika bokstäver 
skiljer sig betydligt från varandra P<0,05 (Tukey‟s test).  
 
 
 
 
Identifiering av bakterier isolerade från rotknölar hos buskböna (Phaseolus vulgaris)  
Från tio utvalda bakterieodlingar, som härstammade från ytsteriliserade och krossade 
rotknölar från bönplantor ympade med endast från Calliandra isolerade 
Stenotrophomonas-isolat och från getärtplantor ympade med Stenotrophomonas-isolat 
tillsammans med R. galegae HAMBI 540, upptäcktes efter utspädning i Tween 80 –
buffert olika typer av kolonier (Tabell 16). Av bakterierna isolerade ur rotknölar från 
99 
 
getärtplantor ympade med Stenotrophomonas-isolatet CCG 57 ROS 3 tillsammans med 
R. galegae HAMBI 540 var det endast två kolonityper (PCR-nr. 2 och 3) som 
utseendemässigt liknade Stenotrophomonas-stammarna isolerade från Calliandra. Av 
isolaten som härstammade ur rotknölar från bönplantor visade ingen likheter med 
Calliandra-isolaten. 20 av de 33 isolerade kolonityperna var ljusrosa till färgen och 
producerade slem. 
 
 
Tabell 16. Uppkomna kolonityper från tio ytsteriliserade och krossade rotknölar från bönplantor 
ympade med endast från Calliandra calothyrsus isolerade Stenotrophomonas-isolat samt från 
getärtplantor ympade med Stenotrophomonas-isolat och Rhizobium galegae HAMBI 540 
tillsammans. 
 
 a 
A-E beskriver vilken kruka den krossade rotknölen härstammat från och siffrorna 1 eller 2 vilken av 
växterna i krukan det är frågan om. I och II syftar på olika rotknölar från samma växt. 
b
 De numrerade kolonityperna visar att det ur samma rotknöl uppkom flera typer av kolonier.  
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För att möjliggöra igenkänning av de bakteriestammar som isolerats ur rotknölarna 
jämfördes MspI-restriktionsprofiler av ITS-regionen från de olika kolonityperna (Tabell 
16) med motsvarande profiler hos de ympade Stenotrophomonas- och 
rhizobiestammarna R. galegae HAMBI 540 och R. tropici CIAT 899 (Bild 26). Ingen 
av de uppkomna ITS-RFLP-profilerna (Bild 24 och Bild 25) liknade de ympade 
Stenotrophomonas-isolatens profiler (Bild 26). Däremot hade 7 av 16 av kolonityperna 
som isolerats ur bönväxternas rotknölar och 11 av 16 av kolonityperna som isolerats ur 
getärtväxternas rotknölar profiler som motsvarade de R. tropici CIAT 899 och R. 
galegae HAMBI 540. De övriga uppkomna profilerna var okända. Kolonityp nr. 11, 
som isolerats ur rotknölar från getärt, saknade restriktionsprofil eftersom ITS-regionen 
inte amplifierades i PCR-reaktionen.  
 
 
 
Bild 24. ITS-RFLP-profiler (MspI) för olika kolonityper som härstammade ur rotknölar från 
bönväxter ympade med endast Stenotrophomonas-stammar (Tabell 16). Numrorna i bilden 
motsvarar kolonityperna i Tabell 16. M, storleksstandard pGEM
 
DNA Markers. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bild 25. ITS-RFLP-profiler (MspI) för olika kolonityper som härstammade ur rotknölar från 
getärtväxter ympade med Stenotrophomonas-stammar tillsammans med Rhizobium galegae 
HAMBI 540. Kolonityp nr. 11 saknar restriktionsprofil eftersom ITS-regionen inte 
amplifierades i PCR-reaktionen. Numrorna i bilden motsvarar kolonityperna i Tabell 16. M, 
storleksstandard pGEM
 
DNA Markers och N, negativ kontroll.  
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Bild 26. ITS-RFLP-profiler (MspI och HaeIII) för de i växthusexperimentet ympade 
Stenotrophomonas-stammarna och för de positiva kontrollstammarna Rhizobium galegae 
HAMBI 540 och Rhizobium tropici CIAT 899. 1, CCG 57/1; 2, CCG 57/2; 3, CCG 57 ROS 3; 
4, R. galegae HAMBI 540; 5, R. tropici CIAT 899, N, negativ kontroll och M, storleksstandard 
pGEM
 
DNA Markers.  
 
 
För att undersöka förekomsten av nodA-gener hos de isolerade bakterierna gjordes även 
nodA-koloni-PCR. Av de ur bönans rotknölar isolerade kolonierna uppkom nodA-PCR-
produkter av storleken 660 bp för kolonityperna 1-3 och 12-15. Alla dessa hade 
likadana restriktionsprofiler som den i växtförsöket använda positiva kontrollen R. 
tropici CIAT 899. Av de ur getärtväxternas rotknölar isolerade kolonityperna uppkom 
lika stora nodA-PCR-produkter för alla kolonityper förutom 2, 5 och 17, vars 
restriktionsprofiler tydligt skiljde sig från R. galegae HAMBI 540.  
 
 
 
6.7.3 Skottens och rötternas kvävehalt 
Trots att inga statistiskt signifikanta skillnader mellan behandlingarna uppmättes hos 
bönväxternas skott, var kvävehalten högre för plantorna ympade med 
Stenotrophomonas-isolaten CCG 57/1 + CCG 57/2 (126 %), CCG 57 ROS 3A (124 %) 
och/eller R. galegae HAMBI 540 än hos de oympade växterna (Bild 27A). Kvävehalten 
i rötterna var högst hos plantor ympade med Stenotrophomonas-isolaten antingen 
enskilt eller tillsammans med R. galegae HAMBI 540 (Bild 27B). De höga 
kvävehalterna hos bönplantorna som ympats med endast Stenotrophomonas-stammar 
hade troligen sin förklaring i att kvävefixerande rotknölar även upptäcktes hos dessa 
plantor. 
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Bild 27. Kvävehalten hos skott (A) och rötter (B) av buskböna (Phaseolus vulgaris) efter 
ympning med Stenotrophomonas-isolaten CCG 57/1 + CCG 57/2 eller CCG 57 ROS 3A både 
enskilt och tillsammans med Rhizobium tropici CIAT 899. Plantorna odlades i sex veckor i 
såtorv med litet kväveinnehåll i klimatkontrollerat växthus. Antalet plantor per behandling var 
10, med undantag av de oympade plantorna (n = 14). Balken i varje stapel visar standardfelet. 
Staplarna med olika bokstäver skiljer sig betydligt från varandra P<0,05 (Tukey‟s test).  
 
 
 
Kvävehalten i skotten hos getärtväxter som ympats endast med Stenotrophomonas-
isolaten CCG 57/1 + CCG 57/2 eller CCG 57 ROS 3A låg på samma nivå som hos de 
oympade plantorna (Bild 28A). Skotten hos de plantor som ympats med en blandning 
av Stenotrophomonas-isolat och R. galegae HAMBI 540 innehöll i stort sett lika 
mycket kväve som de positiva kontrollplantorna ympade endast med R. galegae 
HAMBI 540. Variationerna i rötternas kvävehalter var däremot större (Bild 28B). 
Medan kvävehalten i rötterna hos getärtväxter som ympats endast med 
Stenotrophomonas-isolat låg på samma nivå som hos de oympade plantorna, var 
kvävehalten bland de saminokulerade plantorna störst hos plantor ympade med en 
blandning av Stenotrophomonas-isolaten CCG 57/1 + CCG 57/2 och R. galegae 
HAMBI 540. Trots att ingen statistiskt signifikant ökning av kvävehalten kunde 
konstateras, ökade saminokulering kvävehalten i rötterna med 111 % i jämförelse med 
ympning med enbart R. galegae HAMBI 540. En intressant upptäckt var även att 
rötterna hos getärtväxterna hade högre kväveinnehåll än skotten. 
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Bild 28. Kvävehalten hos skott (A) och rötter (B) av getärt (Galega orientalis) efter ympning 
med Stenotrophomonas-isolaten CCG 57/1 + CCG 57/2 och CCG 57 ROS 3A både enskilt och 
tillsammans med Rhizobium galegae HAMBI 540. Plantorna odlades i nio veckor i såtorv med 
litet kväveinnehåll i klimatkontrollerat växthus. Antalet plantor per behandling var 10. Balken i 
varje stapel visar standardfelet. Staplarna med olika bokstäver skiljer sig betydligt från varandra 
P<0,05 (Tukey‟s test). 
 
 
7 DISKUSSION 
 
Stenotrophomonas-stammarna som användes i detta arbete härstammar från Calliandras 
rotknölar från flera separata växtexperiment i Senegal och Finland och de har även 
isolerats från ytsteriliserade rötter och stammar (Räsänen, opubl.). Stenotrophomonas-
stammar har även i andra undersökningar isolerats ur rotknölar hos baljväxterna 
Macroptilium atropurpureum (Lima m.fl. 2009), Vicia angustifolia (Kan m.fl. 2007), 
Acacia salicina och A. stenophylla (Hoque m.fl. 2010). Dessa resultat tyder på att 
Stenotrophomonas-bakterierna är endofyter som kan ha en kompetent endofytisk livsstil 
inuti Calliandra.  
 
7.1 Stenotrophomonas-stammarnas diversitet och geografiska ursprung 
 
Bestämning av variationer i helgenomet används ofta i undersökningar av genetiska 
släktskap mellan kliniska stammar (Lin m.fl. 2008). Så även i fråga om S. maltophilia, 
vars stammar typats med hjälp av olika fingerprinting-metoder, såsom PFGE (pulsed 
field gel electrophoresis, eng.) (Lin m.fl. 2008), ERIC-PCR (enterobacterial repetitive 
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intergenic consensus PCR, eng.) (Berg m.fl. 1999, Lin m.fl. 2008), BOX-PCR (BOX-
A1R-based repetitive extragenic palindromic PCR, eng.) (Berg m.fl. 1999), REP-PCR 
(repetitive sequence-based PCR, eng.) (Lin m.fl. 2008) och AFLP (Hauben m.fl. 1999). 
Stammar av S. maltophilia har konstaterats vara genetiskt mycket heterogena, utan 
någon korrelation med deras ursprung (Palleroni & Bradbury 1993, Berg m.fl. 1999, 
Hauben m.fl. 1999, Avison m.fl. 2001, Valdezate m.fl. 2004, Lin m.fl. 2008). Till 
exempel Lin m.fl. (2008) karakteriserade 20 S. maltophilia-stammar isolerade från 19 
patienter från samma sjukhus under en period på 11 månader. För dessa uppkom hela 17 
tydligt olika profiler vid PFGE-analys, BOX-PCR och REP-PCR. Även Hauben m.fl. 
(1999) grupperade 108 S. maltophilia –stammar, både kliniska och miljöisolat, på basen 
av AFLP  i 10 kluster och likheterna mellan de uppkomna klustren var mycket låga (15-
30 %). S. maltophilia -stammar med tydligt annorlunda genotyper kan betraktas som 
genomovarer, dvs. stammar med genotypiska skillnader, som saknar de särskiljande 
fenotypiska egenskaper som krävs för klassificering av en underart (eng. subspecies) 
(Schloter m.fl. 2000). 
Till skillnad från ovannämnda forskningsresultat var den genetiska diversiteten 
mellan de 27 Stenotrophomonas-stammar som isolerats från C. calothyrsus Meisn. 
rotknölar från Centralamerika och Nya Kaledonien påfallande liten på basen av AFLP-
fingerprinting med ApaI och TaqI. Detta återspeglades av att stammarna grupperades på 
basen av datum för kapillärelektroforeskörning. Stenotrophomonas-stammarnas 
gruppering i UPGMA-dendrogrammet och i distansmatriserna uppvisar ingen 
korrelation mellan stammarnas genetiska profil och ursprungsland, vilket även 
konstaterats i AFLP-analysen med restriktionsenzymerna EcoRI och MseI, där det 
uppkom identiska profiler för dessa Stenotrophomonas-stammar (Räsänen, opubl.). Den 
stora genetiska homogeniteten hos Stenotrophomonas-stammarna isolerade från 
Calliandra tyder därför på att stammarna antingen i) har samma geografiska ursprung, 
ii) att Calliandra-växter har förmåga att selektivt attrahera endast genetisk mycket lika 
Stenotrophomonas-stammar, eller iii) har spridits till nya länder och kontinenter med 
frön av Calliandra. 
I det EU-finansierade INCO-projektet plockades rotknölar från Calliandra-träd 
från olika länder i Centralamerika, Afrika och Nya Kaledonien. Dessa rotknölar 
krossades och användes för att inokulera nya Calliandra-plantor i s.k. ”trapping”-
experiment i Senegal (Pottinger och Lesueur, 2003). Enligt den första hypotesen 
utgjorde den Senegalesiska jorden som användes i växtförsöken en potentiell källa för 
105 
 
Stenotrophomonas-stammarna. Hypotesen stöds av AFLP-fingerprinting av de 
rhizobiestammar som isolerades från Calliandras rotknölar, eftersom dessa R. tropici, 
Sinorhizobium meliloti, S. saheli, S. terangae och R. etli –stammar genom deras 
gruppering visade en tydlig geografisk fördelning inom varje art. Likheterna mellan 
stammarna inom arterna var  45-70 %  och stammar isolerade från samma land 
grupperades närmast varandra (Dresler-Nurmi m.fl. manuskript). Det faktum att 
Calliandra-rhizobierna grupperades enligt ursprungsland (Dresler-Nurmi m.fl. 
manuskript) indikerar även att Stenotrophomonas-stammarna torde grupperas på 
liknande vis om de härstammar från sex olika länder på två skilda kontinenter.  
Den genetiska distansen hos bakteriestammar har tendens att öka i förhållande till den 
geografiska distansen. Cho & Tiedje (2000) undersökte förhållandet mellan genetiskt 
och geografiskt avstånd hos 248 Pseudomonas-stammar isolerade från jordprover från 
fem olika kontinenter. Samma eller liknande genotyp kunde isoleras från samma 
område men inte från olika regioner eller kontinenter, eftersom de stammarna uppvisade 
tydligt annorlunda BOX-PCR-profiler. Detta indikerar att Stenotrophomonas-stammar 
som härstammar från olika geografiska regioner på två kontinenter torde uppvisa större 
genetiska skillnader än de som uppkommit i AFLP-analysen både i detta arbete och i 
tidigare undersökningar (Räsänen, opubl.). 
Den andra hypotesen är att Calliandra-växter har förmåga att selektivt attrahera 
endast genetisk mycket lika Stenotrophomonas-stammar. En del forskningsresultat 
antyder att växelverkan mellan endofyter och värdväxter kan vara specifik och att 
växter kan attrahera för dem fördelaktiga endofyter med särskilda egenskaper. Till 
exempel tomat- och linväxter attraherade endast en specifik minoritet av Pseudomonas-
stammar (Lemanceau m.fl. 1995). Även växter som infekterats av patogener verkade 
selektivt kunna välja rhizosfär- och endosfärbakterier med antagonistisk aktivitet 
(Rudrappa m.fl. 2008) och växter i förorenad mark hade en inverkan på valet av 
endofyter med särskilda gener för nerbrytning (Siciliano m.fl. 2001). Undersökningar 
kring specifik attraktion av endofyter, som görs i kontrollerade och oftast sterila 
förhållanden, återspeglar dock inte nödvändigtvis förhållandena i naturen, där både 
abiotiska och biotiska faktorer inverkar på både bakteriers beteenden och växters exkret. 
Man kan inte heller utesluta att de homogena Stenotrophomonas-stammarna från 
Calliandra utgör en särskild grupp av mycket kompetenta och aggressiva 
Stenotrophomonas-stammar som koloniserar Calliandra och att denna grupp av 
stammar kan ha förmåga att utnyttja en specifik förening bland rotexkretet jämfört med 
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övriga Stenotrophomonas-stammar och därför attraheras till Calliandra. Många frågor 
kring de faktorer som formar endofytsamhällen, växternas prioritering av specifika 
endofyter samt de ekologiska reglerna bakom förekomsten av endofyter i växter är 
tillsvidare dåligt utredda. Trots tecken på specifik attraktion är det dock andra både 
biotiska och abiotiska faktorer, såsom växtens tillväxtstadium och stress, jordtyp och -
struktur, utövandet av jordbruk samt klimat och säsongen för isolering av endofyter, 
som inverkar på sammansättningen av endofyter i en växt (Berg & Smalla 2009). Skulle 
då de genetiska, biotiska och abiotiska faktorerna överensstämma för alla de 
geografiska områden i Centralamerika och Nya Kaledonien, där rotknölar plockats från 
Calliandra-växter?  
Den tredje hypotesen är att Stenotrophomonas-stammar med hjälp av Calliandra-
frön hade spridits till nya länder och kontinenter, eftersom växterna genom frön 
introducerats till Afrika, Indonesien och Nya Kaledonien från Calliandras naturliga 
utbredningsområde, Centralamerika (Pottinger 2003). Spridningen med hjälp av frön 
kunde förklara varför stammarna, trots den geografiska distansen, inte grupperades 
enligt ursprungsland, men det förklarar troligen inte uppkomsten av den genetiskt 
exceptionellt homogena Stenotrophomonas-populationen. 
 
7.2 Är Stenotrophomonas-stammarna från Calliandra nära besläktade med S. 
maltophilia? 
 
Stenotrophomonas-stammarna som användes i detta arbete härstammar från Calliandras 
rotknölar och de har även isolerats från ytsteriliserade rötter och stammar (Räsänen, 
opubl.). Av de tillsvidare 12 beskrivna Stenotrophomonas-arterna är det endast tre, S. 
maltophilia, S. rhizophila och den nyligen identifierade S. pavanii, som konstaterats 
vara associerade med växter och kolonisera inre växtvävnader (Wolf m.fl. 2002, Ryan 
m.fl. 2009, Ramos m.fl. 2010). Rotknölskoloniserande Stenotrophomonas-stammar har 
även isolerats från baljväxterna Macroptilium atropurpureum (Lima m.fl. 2009), Vicia 
angustifolia (Kan m.fl. 2007), Acacia salicina och A. stenophylla (Hoque m.fl. 2010). 
Stenotrophomonas-stammarna isolerade från A. salicina och A. stenophylla 
identifierades som S. maltophilia, medan stammarna isolerade från M. atropurpureum 
och V. angustifolia identifierades som Stenotrophomonas sp. Tillhör de från Calliandra 
isolerade Stenotrophomonas-stammarna någon av de tre växtassocierade 
Stenotrophomonas-arterna eller är de representanter av en ny Stenotrophomonas-art? 
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Den hittills publicerade informationen om S. pavanii LMG 25348, som 
isolerades från sockerrör i Brasilien, är mycket knapp. Stammen var kräsen i fråga om 
användning av olika energi- och kolkällor och använde endast citrat och N-acetyl-
glukosamin av 14 testade kolkällor (Ramos m.fl. 2010). S. pavanii uppvisade även 
tydliga skillnader i assimilation av sockerarter i jämförelse med de sex testade 
Calliandra-isolaten, CCG 57/1, CCG 57/2, CCG 57 Slimy 1, CCG 57 Slimy 2, CCNC 
87/1 och CCNC 57/2, bl.a. i fråga om glukos, maltos och mannos (6/14). På basen av 
dessa skillnader kan man troligen utesluta att Stenotrophomonas-stammarna isolerade 
från Calliandra är representanter av denna art.  
På basen av koloniutseende, förekomsten av fasvariation samt fysiologiska och 
biokemiska egenskaper liknade Calliandra-isolaten typstammen S. rhizophila DSM 
14405. S. rhizophila DSM 14405 och Calliandra-isolaten uppvisade två typer av 
kolonier. Dessa var röda eller orangea, torra och hade en diameter på 2-3 mm.  Av de 
testade biokemiska och fysiologiska egenskaperna hade Calliandra-isolaten 78 av 85 
egenskaper gemensamma med S. rhizophila DSM 14405. Det finns dock tydliga resultat 
som talar emot att Stenotrophomonas-stammarna tillhör denna art. Kännetecknande för 
stammar av S. rhizophila är deras förmåga att växa i +4°C och använda xylos, som är en 
betydande komponent i växtrötterna, som kolkälla (Wolf m.fl., 2002). Förmågan att 
metabolisera föreningen är fördelaktig för bakterier som lever i nära anknytning till 
växter. S. rhizophila saknade även smeD-genen, som kodar för 
antibiotikaresistenspumpen SmeDEF, och existerade hos S. maltophilia (Ribbeck-Busch 
m.fl., 2005). De undersökta Stenotrophomonas-stammarna som isolerats från 
Calliandra hade varken förmåga att växa i +4°C eller att använda xylos. Liksom S. 
maltophilia uppvisade de vid PCR-amplifiering av smeD-genen fragment av rätt storlek 
(150 bp). Dessutom producerade S. rhizophila DSM 14405 stora mängder IAA i 
jämförelse med Calliandra-isolaten, som endast producerade lite av växthormonet. 
Stenotrophomonas-stammarna från Calliandra och S. rhizophila DSM 14405skiljde sig 
även på basen av 16S-rRNA-RFLP- och ITS-RFLP-analyserna då HaeIII och MspI 
användes som restriktionsenzymer (Tunç, opubl.).  
S. maltophilia –stammar är mycket heterogena i fråga om fysiologiska och 
biokemiska egenskaper, varför det inte existerar några specifika, karakteristiska 
egenskaper för arten i fråga. Till exempel Berg m.fl. (1999) jämförde enzymatisk och 
metabolisk aktivitet hos totalt 40 S. maltophilia –isolat från både klinisk omgivning och 
miljö med hjälp av kommersiella API 20NE -tester och kunde dela in stammarna i sju 
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olika grupper på basen av skillnader i deras aktiviteter. Calliandra-isolatens 
metaboliska egenskaper var i detta arbete däremot sinsemellan identiska med API 20 
NE –testet.  
Stenotrophomonas-stammarna isolerade från Calliandra identifierades 
ursprungligen på basen av sekvensering av 16S-rRNA-genen som S. maltophilia med 
99 % likhet (Dresler-Nurmi m.fl. manuskript). Även i detta arbete identifierades både 
Calliandra-isolaten och S. rhizophila DSM 14405 som arten S. maltophilia med hjälp 
av API 20 NE och API 20 E –test.  På basen av dessa två metoder kan dock endast en 
grov identifiering göras, eftersom metodernas urskiljningsförmåga inte är tillräcklig för 
specifikare artbestämning av Stenotrophomonas-stammar (Liba m.fl. 2006). S. pavanii –
artens 16S-rRNA-gensekvens var, i likhet med Calliandra-isolatens 16S-rRNA-
sekvens, nästan identisk (99,9 %) med motsvarande sekvens hos S. maltophilia (Ramos 
m.fl. 2010). Vid DNA-DNA hybridisering konstaterades S. pavanii dock ha endast 60 
% relativ DNA-homologi med S. maltophilia DSM 50170, vilket ledde till 
beskrivningen av en ny Stenotrophomonas-art. Även S. rhizophila -artens16S-rRNA-
gensekvens var mycket lika (98-99 %) S. maltophilias motsvarande sekvens (Wolf m.fl. 
2002). Eftersom det inte genom sekvensering av 16S-rRNA-genen går att artbestämma 
Stenotrophomonas-stammar med nästan identiska 16S-rRNA-gener (Liba m.fl. 2006), 
skulle man genom att göra en s.k. ”multilocus sequencing typing” (eng., MLST) av flera 
hushållningsgener (eng., housekeeping genes) kunna säga mer om hur närbesläktade 
Stenotrophomonas-stammarna från Calliandra är med arten S. maltophilia.  
Både API 20 NE och API 20 E -databaserna (bioMérieux, Frankrike) innehåller 
däremot data endast för en Stenotrophomonas-art, S. maltophilia. De 20 testade 
egenskaperna förmådde dessutom inte skilja åt arterna S. maltophilia och S. rhizophila. 
API CH 50, med vilket det däremot uppkom skillnader mellan stammarna, kan inte 
identifiera en enda Stenotrophomonas-art, utan endast arter tillhörande andra släkten 
(Lactobacillus, Bacillus, Enterobacteriaceae och Vibrionaceae). I detta arbete användes 
testet tillsammans med AUX-medium endast för att testa assimileringen av olika kol- 
och energikällor. Fenotypisk testning med hjälp av kommersiella identifieringssystem är 
dock benäget för variationer bl.a. beroende på tillväxtförhållanden och mängden 
inokulerade bakterier och kan därför ge upphov till skillnader mellan testade bakterier 
(Lindström m.fl. 2006). Dessutom kan fasvariation hos stammar försvåra 
identifieringen. 
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Även på basen av de i detta arbete undersökta fysiologiska och biokemiska 
egenskaperna, PGP-aktiviteterna samt på basen av uppkomsten av smeD-PCR-produkt 
liknade Calliandra-isolaten mest S. maltophilia DSM 50170. Av de testade biokemiska 
och fysiologiska egenskaperna hade Stenotrophomonas-stammarna från Calliandra 78 
av 85 egenskaper gemensamma med S. maltophilia DSM 50170. Både S. maltophilia 
DSM 50170 och Calliandra-isolaten producerade endast små mängder IAA. Stammar 
av S. maltophilia har, i likhet med de från Calliandra isolerade Stenotrophomonas-
stammarna, också uppvisat fasvariation (Hauben m.fl. 1999).   
Stenotrophomonas-stammarna från Calliandra är tydligt närbesläktade med S. 
maltophilia, men dessa skiljde sig från varandra både på basen av ITS-RFLP och 
AFLP-analys. Några få skillnader i fysiologiska och biokemiska egenskaper uppkom 
även med API-test. ITS-regionen mellan 16S- och 23S-generna innehåller större 
variationer än de kodande ribosomala generna, 16S och 23S. ITS-RFLP lämpar sig 
därför för undersökning av närbesläktade stammar när 16S-rRNA-RFLP inte förmår 
skilja åt stammarna (Andronov m.fl. 2003, D‟Auria m.fl. 2006, Lindström m.fl. 2006). 
16S-RFLP kunde till exempel inte skilja åt biovaren som formar effektiva rotknölar hos 
rödklöver från andra R. leguminosarum biovarer, medan det lyckades med ITS-RFLP 
(Lindström m.fl. 2006). ITS-RFLP skiljde även åt Calliandra-isolaten från S. 
maltophilia DSM 50170, medan 16S-rRNA-RFLP inte förmådde det (Tunç, opubl.). 
Den kliniska S. maltophilia DSM 50170 –stammen visade också låg genetisk likhet (15 
%) med Calliandra-isolaten (miljöisolat) på basen av AFLP-fingerprinting. I en 
AFLP-analys med S. maltophilia –stammar grupperades dock kliniska isolat och 
miljöisolat i allmänhet på liknande sätt, dvs. i skilda kluster med 15-30 % likheter 
mellan grupperna (Hauben m.fl. 1999). Alla resultat indikerar därmed att 
Stenotrophomonas-stammarna från Calliandra kan tillhöra en underart eller genomovar 
av S. maltophilia eller en ny art som är nära besläktad med arten. 
 
7.3 Fasvariationer hos Stenotrophomonas-stammarna 
 
Stenotrophomonas-stammarna från Calliandra bestod i regel av två olika färgers 
kolonier, dvs. uppvisade fasvariation. Fasvariation har även observerats hos S. 
maltophilia (Hauben m.fl. 1999) och S. rhizophila (detta arbete), samt hos många andra 
bakteriesläkten, bl.a. Pseudomonas och Salmonella. Det är en process där bakterier 
genomgår vanligtvis reversibla fenotypiska förändringar till följd av strukturella 
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förändringar på DNA-nivå - mutationer, omorganisering eller modifikationer (Dutta och 
Podile 2010). Fenomenet används för att åstadkomma diversitet inom populationen t.ex. 
för att öka bakteriernas förmåga att överleva i olika förhållanden eller för att kolonisera 
nya miljöer. De tydligaste kännetecknen för fasvariation, i likhet med 
Stenotrophomonas-stammarna från Calliandra, är att bakteriekolonier eller sektorer av 
kolonier uppvisar annorlunda utseende. Fasvariation är en typisk egenskap hos bakterier 
som koloniserar heterogena ekologiska nischer. Bland växtassocierade bakterier kan 
fasvariation inverka på produktionen av sekundärmetaboliter och exoenzymer, 
virulensegenskaper, biokontrollerande egenskaper, rotkolonisering eller förmågan att 
bilda biofilmer (van den Broek m.fl. 2005, Wisniewski-Dyé & Vial 2008). 
Pseudomonas är den mest studerade, växtassocierade bakterien som uppvisar 
fasvariation. När t.ex. P. fluorescens F113 koloniserade rötter av alfalfa uppkom 
variationer med ovanligt lång flagella, ökad syntes av sideroforer och avsaknad av 
produktion av viktiga biokontrollerande föreningar, som bl.a. vätecyanid och 
exoenzymer. De gener som deltar i fasvariationen hos denna Pseudomonas-stam 
inducerades av en förening som utsöndras från växtroten och fasvariation tros därför 
spela en viktig roll vid rotkolonisering (Martinez-Gramero m.fl. 2005).  
I motsats till Pseudomonas, vars produktion av biokontrollerande proteaser, 
lipaser och kitinaser saknades hos en fas (van den Broek m.fl. 2003), uppkom det hos de 
i detta arbete testade PGP-aktiviteterna tydliga skillnader endast i produktionen av lipas 
mellan faserna hos Stenotrophomonas-stammen CCCR 38. CCCR 38/2 hade inte någon 
lipasproduktion i motsats till CCCR 38/1. Hos de övriga stammarna var inte PGP-
egenskaperna beroende av den fas bakterierna befann sig i. Eftersom inget tydligt 
mönster eller samband heller kunde urskiljas mellan de från Calliandra isolerade 
Stenotrophomonas-stammarnas två faser (röd/orange) och förmåga att använda en viss 
kolkälla, och eftersom de avvikande resultaten mellan faserna hos stammarna uppkom 
för olika sockerarter, kan man inte med säkerhet säga om dessa skillnader berodde på 
fasvariation. Skillnaderna kunde i vissa fall även bero på ospecifika tester och/eller 
svårigheter i att avläsa resultaten.  
De största skillnaderna mellan faserna hos Stenotrophomonas-stammar 
förekommer troligen i egenskaper som inte testats i detta arbete. Fasvariationen spelar 
antagligen en roll vid koloniseringen av växter, eftersom ympning av en 
Stenotrophomonas-kolonityp resulterade i tre typer av kolonier, torra röda och 
orangefärgade och slemmiga ljusröda, som isolerades från Calliandras rotknölar 
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(Räsänen, opubl.). Förändringar i kolonimorfologin hos isolerade bakterier 
konstaterades även vid ympning av alfalfa med P. fluorescens F113 (Sánches-Contreras 
m.fl. 2002). Eftersom S. maltophilia är en opportunistisk patogen, påverkar fasvariation 
troligen även dess patogena egenskaper (Wisniewski-Dyé & Vial 2008).  
Eftersom undersökningar kring Pseudomonas har visat att bakterier i olika faser 
kan ha fullständigt olika egenskaper och att förmåga till biokontroll kan existera endast 
hos en fas (van den Broek m.fl. 2003), är viktigt att utreda fasvariationernas egenskaper 
skilt. Åtminstone före eventuell kommersialisering av bakterieymper för 
tillväxtfrämjande, biokontrollerande eller bioteknologisk användning bör man utreda 
inverkan av fasvariation på stammarnas egenskaper. 
 
7.4 Mysteriet angående Stenotrophomonas-stammarnas förmåga att inducera 
rotknölar 
 
Det existerar endast enstaka fall där Stenotrophomonas-stammar isolerats och 
identifierats från rotknölar (Kan m.fl. 2007, Lima m.fl. 2009, Hoque m.fl. 2010). Detta 
beror troligen på att man under reningen av rhizobiestammar från rotknölar gjort sig av 
med stammar vars kolonier inte liknat de traditionellt sett typiska slemmiga och rosa 
rhizobiekolonierna, eftersom dessa otypiska kolonier tidigare betraktats som 
kontaminanter. I dagens läge vet man dock att rotknölar utöver rhizobier även 
koloniseras av icke-symbiontiska endofyter. Stenotrophomonas sp. antas ha inducerat 
uppkomsten av rotknölar hos baljväxten M. artropurpureum, men det krävs 
vidareforskning för att kunna bekräfta ifall stammen verkligen var en kvävefixerande 
symbiont eller endofyt (Lima m.fl. 2009). Både våra och deras resultat antyder att 
Stenotrophomonas-bakterier, åtminstone periodvis, kan ha förmåga att inducera 
rotknölsbildning. 
I växtförsöken i Finland uppkom vita, icke kvävefixerande tumör- eller 
rotknölsliknande strukturer hos Calliandra-plantors rötter efter ympning med 
Stenotrophomonas-stammar (Räsänen, opubl.). Några få plantor konstaterades även ha 
utseendemässigt normala rotknölar och förmåga till kvävefixering. Från de 
rotknölsliknande strukturerna identifierades Stenotrophomonas-isolat och i några fall 
även rhizobiestammar. Som följd av dessa resultat undersöktes i detta arbete genom 
växtförsök om Calliandra-rötter ympade med Stenotrophomonas-stammar uppvisade 
liknande strukturer - deformering av rothår, infektionstrådar eller rotknölar – som rötter 
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av baljväxter som ympats med rhizobier. Dessutom utreddes med hjälp av PCR-
amplifiering och sekvensering av nodA- och nodC–gener som kodar för 
lipokitooligosackaridstommen hos nod-faktorer, ifall Stenotrophomonas-stammarna 
hade rhizobieliknande gener för knölbildning. 
 
7.4.1 Stenotrophomonas-stammarnas inverkan på C. calothyrsus rothår 
Rhizobiers kolonisering av rotknölar hos baljväxter sker oftast genom rothårsinfektion 
som följd av molekylär kommunikation mellan rhizobier och växt.  Till de typiska 
förändringar och strukturer, som hos de tropiska baljväxtträden Acacia sp. och Prosopis 
sp. uppkommer efter ympning med rhizobier, hör deformering och krökning av både 
långa (s.k. ”shepherd‟s crook”, eng.) och korta rothår, ”fickor” med bakterier vid 
infektionsstället, infektionstrådar inuti rothår och initiering av rotknölar. De infekterade 
rothåren är oftast korta och tjocka, och deformeringen sker endast ställvis. De 
uppkomna förändringarna i rothåren är även beroende av växtart (Räsänen och 
Lindström 1999, Räsänen m.fl. 2001).  
Stenotrophomonas-bakterierna fick till stånd förändringar i rothåren hos 
Calliandra-plantornas rötter och de ökade även mängden rothår. Däremot uppkom det 
inga synliga, fullt utvecklade rotknölar. För att kunna dra specifika slutsatser angående 
ifall de uppkomna rothårsstrukturerna är förknippade med rotknölsbildning eller 
endofytisk kolonisering av rötter och/eller rotknölar (Hallmann m.fl. 1997), krävs det 
dock mer forskning. Calliandra-plantorna led under växtförsöket möjligen av torka, 
eftersom plantorna ympade med R. tropici CCN 28 uppvisade svagare förmåga till 
rotknölsbildning än normalt. I framtida växtförsök i koloniseringsrör bör vatten eller 
näringslösning tillsättas under odlingen. Odlingstemperaturen som användes i 
växtförsöket var däremot optimal för Calliandra (Purwantari m.fl. 1995). 
Stenotrophomonas-bakteriernas kolonisering av Calliandras rötter och rotknölar 
skulle ursprungligen undersökas med hjälp av märkta Stenotrophomonas-bakterier. 
Tyvärr lyckades inte märkningen av stammarna med gfp eller gusA genom konjugation. 
På grund av detta måste man därför nöja sig med färgning med metylenblått och vanlig 
mikroskopering av Calliandra-plantornas rötter och rothår. En orsak till misslyckad 
märkning var Stenotrophomonas-stammarnas resistens mot testad antibiotika, vilket 
försvårade selektionen av transkonjuganter. Även Taghavi m.fl. (2009) misslyckades 
med att märka S. maltophilia med gfp med hjälp av donorbakterien E. coli S17-1/pir 
(pUT::miniTn5-Km-gfp), eftersom Stenotrophomonas-stammen var resistent mot 
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antibiotikumet vars resistensgenen fanns i minitransposonen. För att kunna upptäcka 
Stenotrophomonas-transkonjuganter borde man konstruera vektorer med 
antibiotikaresistensgener som de använda Stenotrophomonas-stammarna är bevisat 
känsliga för, om sådana existerar, eller eventuellt utveckla en ny märkningsstrategi. 
Majoriteten av rotknölarna koloniseras av en blandning av rhizobier och med 
varandra obesläktade endofyter, som inte är relaterade till symbiotisk kvävefixering 
(Muresu m.fl. 2008). Även Stenotrophomonas-stammar har, i likhet med andra 
Gammaproteobakterier, isolerats ur ytsteriliserade rotknölar av baljväxter (Lima m.fl. 
2009, Kan m.fl. 2007, Hoque m.fl. 2010). Man har förmodat att dessa icke-rhizobiska 
endofyter inte kan inducera uppkomsten av rotknölar (Wang m.fl. 2006). Hur kan 
endofyter då kolonisera rotknölar? Mhamdi m.fl. (2002) föreslog att endofytiska 
agrobakterier i P. vulgaris rotknölar kan kolonisera dessa genom infektion tillsammans 
med rhizobier, vilket resulterar i en blandad population inuti rotknölarna. 
Agrobakteriers kolonisering av rotknölar har senare konstaterats att inte begränsas till 
rhizobiers infektionstrådar, utan bakterierna har förmåga att invadera färdigutvecklade 
rotknölar (Mhamdi m.fl. 2005). Även Ibánez m.fl. (2009) upptäckte att 
Gammaproteobakterier isolerade ur rotknölar hos jordnöt kunde kolonisera 
färdigutvecklade rotknölar. Icke-symbiotiska endofyters funktion inuti rotknölar är dock 
tillsvidare okänd. Förekomsten av endofyter inuti rotknölar talar iallafall för att en 
annan fördelaktig växelverkan än kvävefixering kan vara verksam mellan bakterier och 
värdväxt.  
 
7.4.2 Rhizobiumlika gener för rotknölsbildning 
nodA- och nodC-PCR-produkter, som visade störst likhet med motsvarande gener för 
rotknölsbildning hos rhizobien Rhizobium sp., uppkom hos Stenotrophomonas-isolat 
som härstammade från de i Finland odlade Calliandra-plantornas rotknölar. Däremot 
uppkom inga PCR-produkter hos originalstammarna som isolerats från Calliandra 
under INCO-projektet. Hur kommer det sig att isolerat DNA endast från 
Stenotrophomonas-stammar från växtförsök i Finland uppvisade nodA- och nodC-PCR-
produkter för knölbildning? 
 Hypotes 1 är att s.k. symbiosplasmider från rhizobier tillfälligt har överförts till 
Stenotrophomonas-bakterier inuti Calliandras rotknölar. Hos rhizobier är de 
symbiotiska nod-generna är belägna på plasmider eller andra överflyttbara element, som 
lätt både kan erhållas och förloras. Överföringen av symbiotiska plasmider kan under 
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laboratorieförhållanden ge symbiotisk förmåga åt recipientstammar som saknar den 
(t.ex. när den ursprungliga symbiosplasmiden avlägsnats)  (Masson-Boivin m.fl. 2009). 
Kan m.fl. (2007) föreslog att rotknölarna kan vara en naturlig s.k. ”hot spot” (eng.) för 
lateral överföring av symbiosgener och att icke-symbiotiska, endofytiska bakterier i 
rotknölarna därför kan utgöra en tillgång av potentiella, nya rotknölsbildande bakterier. 
Detta tros vara fallet med Bacillus sp. (Li m.fl. 2008) och Phyllobacterium trifolii, som 
inducerade ineffektiva rotknölar hos baljväxterna Trifolium och Lupinus (Valverde m.fl. 
2005). Förvärvade symbiotiska gener kan förloras under symbiosen, efter isolering och 
odling eller under förvaring (Mhamdi m.fl. 2002, Valverde m.fl. 2005, Kan m.fl. 2007).  
 Eftersom Calliandra-plantorna under växtförsöken i Finland odlades i en 
steriliserad blandning av sand och vermikulit och ympades enbart med 
Stenotrophomonas-stammar, härstammade nod-generna hos Stenotrophonas-stammarna 
möjligen från rhizobier, som kommit från ytsteriliserade Calliandra-frön, från använda, 
steriliserade odlingskrukor eller från Stenotrophomonas-ymper. Trots att de ympade 
Stenotrophomonas-stammarna hade renats, kan det bland Stenotrophomonas-kolonierna 
ha levt rhizobier som inte gått att rena bort och som eventuellt ha varit oförmögna att 
växa på de använda medierna och därför aktiverats först under växtförsöket. 
Hypotes 2 är att det skett kontaminering av de från växtförsöken i Finland 
isolerade Stenotrophomonas-stammarnas DNA med rhizobium-DNA. För att undersöka 
detta kunde man testa rhizobiespecifika primers vid 16S-PCR-amplifiering av de ur 
Finland isolerade Stenotrophomonas-stammarnas DNA (Singh m.fl. 2006, Stoll m.fl. 
2007), eftersom universella 16S- och ITS-primerpar bara amplifierat gener av 
Stenotrophomonas då mängden Stenotrophomonas-DNA förmodligen är mycket större 
än rhizobie-DNA. 
 
7.5 Stenotrophomonas-stammarna tillväxtfrämjande egenskaper in vitro  
 
31 Stenotrophomonas-stammar isolerade från Calliandra uppvisade in vitro egenskaper 
för tillväxtfrämjande av växter.  Stammarna hade förmåga att producera IAA, proteaser 
och lipaser. Ingen produktion av cellulaser och sideroforer eller frigöring av fosfat 
kunde däremot upptäckas. Produktionen av IAA var även liten i jämförelse med S. 
rhizophila DSM 14405. Stenotrophomonas-stammar har i tidigare undersökningar 
rapporterats ha PGP-aktivitet i form av produktion av fytohormonet IAA (Suckstorff & 
Berg 2003, Park m.fl. 2005, Liba m.fl. 2006, Taghavi m.fl. 2009), sideroforer 
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(Minkwitz & Berg 2001, Ramos-Solano m.fl. 2010), ACC-deaminas (Rasche m.fl. 
2006) och lytiska proteaser (Minkwitz & Berg 2001, Taghavi m.fl. 2009, Ramos-Solano 
m.fl. 2010) samt frigöring av fosfat (De Freitas m.fl. 1997). Produktion av 
växthormonet IAA stimulerar tillväxten hos växter genom att inverka på skottens och 
rotens tillväxt samt morfologi, medan proteaser och lipaser kontrollerar växtpatogener. 
Proteaser och lipaser, som även produceras av bl.a. Bacillus och Paenibacillus, kan 
även inverka på endofytiska bakteriers förmåga att tränga in och spridas inuti 
värdväxten genom att bryta ner växtvävnader (Hardoim m.fl. 2008, Lugtenberg & 
Kamilova 2009). 
Associativ kvävefixering är en av metoderna för endofyter att direkt främja 
värdväxtens tillväxt. Till exempel den endofytiska Paenibacillus sp. ökade längden på 
rötter och skott hos poppel och inverkade på växtens sammansättning av metaboliter 
som följd av dess kvävefixering inuti växten (Scherling m.fl. 2009). Genom PCR-
amplifiering och sekvensering av nitrogenasenzymets strukturella gener (nifD- och 
nifH-gener) undersöktes i detta arbete ifall de även endofytiska Stenotrophomonas-
stammarna isolerade från Calliandra hade förmåga att fixera kväve. Hos Calliandra–
isolaten uppkom inga PCR-produkter vid amplifiering av nifD-genen med universala 
primerpar. De för majoriteten av stammarna uppkomna nifH-PCR-produkterna var inte 
äkta nifH-gener, utan gener för transmembranproteiner eller oxidoreduktasenzym. 
Avsaknaden av gener för kvävefixering indikerar att Stenotrophomonas-stammarna 
isolerade från Calliandra inte är diazotrofiska endofyter.  
Angående andra Stenotrophomonas-stammars förmåga att fixera kväve 
förekommer det motstridiga resultat. Hos den kliniska S. maltophilia –stammen K279a, 
som isolerats från blodprov och vars hela genom sekvenserats, upptäcktes inga gener för 
kvävefixering (Crossman m.fl. 2008). Dalton m.fl. (2004) och Chowdhury m.fl. (2007) 
upptäckte inga nifH- och nifD-PCR-produkter eller kvävefixering på basen av 
acetylenreduktion hos S. maltophilia –stammar som isolerats från gräsväxterna 
Ammophila arenaria och Lasiurus sindicus. Däremot fick Park m.fl. (2005) och Liba 
m.fl. (2006) på basen av acetylenreduktion och hybridisering med nifH-genprob resultat 
som tydde på att S. maltophilia –stammar isolerade från rhizosfären hos vete och sallad, 
samt från lavar, var kvävefixerande. Detta gäller även den nyligen beskrivna S. pavanii 
från sockerrör (Ramos m.fl., 2010). Inga av dessa hybridiserade, förmodade nifH-gener 
hade dock sekvenserats, varför Stenotrophomonas-bakteriers förmåga att fixera kväve 
fortfarande är obesvarad. 
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7.6 Stenotrophomonas-stammarnas PGP-aktivitet in vivo  
 
Stenotrophomonas-stammarna från Calliandra ökade getärtens (G. orientalis) tillväxt i 
jämförelse med de oympade växterna. Ympning med Stenotrophomonas-stammar har 
ökat tillväxten även hos vete, tomat, sallad, söt paprika, melon, selleri och morot upp till 
180 % på mycket salthaltig jord (Ryan m.fl. 2009). Dessutom gynnade IAA-
producerande Stenotrophomonas-stammar jordgubbsplantors rottillväxt och mängden 
rothår, men de tillväxtfrämjande effekterna var beroende av mängden inokulerade 
bakterier (Suckstorff & Berg 2003). Ympning med S. maltophilia ökade däremot inte 
tillväxten hos poppelplantor (Taghavi m.fl. 2009).   
Saminokulering av R. galegae HAMBI 540 och Stenotrophomonas-stammen 
CCG 57 ROS 3A tillsammans ökade biomassan hos getärt i jämförelse med inokulering 
med enbart R. galegae HAMBI 540. Däremot ökade saminokuleringen av R. galegae 
HAMBI 540 och Stenotrophomonas CCG 57/1 + CCG 57/2 på kvävehalten i jämförelse 
med getärtväxter ympade med enbart R. galegae HAMBI 540. Saminokulering av 
tillväxtfrämjande bakterier och effektiva rhizobier har konstaterats öka baljväxters 
tillväxt, rotknölsbildning och kvävefixering (Sturz m.fl. 1997, Bai m.fl. 2002, Tilak 
m.fl. 2006).  Till exempel saminokulering av R. galegae HAMBI 540 tillsammans med 
IAA- och cellulasproducerande Pseudomonas trivialis ökade både biomassan, antalet 
rotknölar och kväveinnehållet hos getärt i jämförelse med inokulering med enbart R. 
galegae HAMBI 540 (Egamberdieva m.fl. 2010). Samma effekter konstaterades för 
saminokulering av Bacillus sp. -endofyter och Rhizobium sp. på Cajanus cajan 
(Rajendran m.fl. 2008). Mekanismerna bakom effekterna av saminokulering är 
tillsvidare bara delvis förstådda, men PGP-bakteriers produktion av auxin 
(Egamberdieva m.fl. 2010) och ACC-deaminas (Dey m.fl. 2004) verkar ha en inverkar 
på både tillväxt och rotknölsbildning. Auxinet IAA ökar rotens tillväxt, vilket ökar 
växtens förmåga att ta upp vatten och näringsämnen ur jordmånen, och leder till att det 
uppkommer fler möjliga ställen för rotknölsbildning (Dey m.fl. 2004, Lugtenberg och 
Kamilova, 2009). En större mängd aktiva rotknölar kan bidra med mer fixerat kväve. 
Calliandra-isolaten producerade små mängder IAA in vitro. De fick även till stånd en 
ökning av rothåren hos Calliandra i koloniseringsrör samt en ökning av rottillväxten 
hos getärt under växthusförsöket. Resultaten i detta arbete indikerar även att 
Stenotrophomonas-stammarna kan fungera som s.k. ”rhizobium helper bacteria” 
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(Egamberdieva m.fl. 2010), vilket också kan vara en följd av IAA-produktionens effekt 
på rotknölsbildning i rötterna. 
En förklaring till de uppkomna tillväxtfrämjande effekterna kan även vara 
produktion av ACC-deaminas. ACC-deaminas bryter ner och minskar mängden ACC, 
prekursorn till etylen i växter, vilket minskar uppkomsten av etylen och får till stånd en 
ökning av rottillväxten (Lugtenberg & Kamilova 2009). En minskning av etylennivån i 
rötter ökar även rhizobiers infektion, eftersom etylen är en av huvudfaktorerna som 
inhiberar denna process (Glick m.fl. 2007). PCR-amplifiering av ACC-deaminasgenen 
(acdS) togs i beaktade som ett potentiellt sätt att undersöka Stenotrophomonas-
stammarnas ACC-deaminasaktivitet, eftersom stammarna inte växte på de testade 
syntetiska medierna för bestämning av ACC-deaminasaktiviteten. Alternativet 
förkastades eftersom det hos olika bakterier existerar olika typer av ACC-
deaminasgener, som kräver specifika primrar (Shah m.fl.1998, Blaha m.fl. 2006, 
Govindasamy m.fl. 2008).  
18 av 20 bönplantor (P. vulgaris) ympade med Stenotrophomonas-stammarna 
CCG 57/1 + CCG 57/2 och CCG 57 ROS 3A hade rotknölar med normalt utseende i 
sina rötter, medan endast 6 av de 20 oympade plantorna uppvisade likadana, normala 
rotknölar. Den stora förekomsten av växter med rotknölar efter ympning med 
Stenotrophomonas-stammar indikerar att Stenotrophomonas-bakterierna, på ett eller 
annat sätt, aktiverade rhizobierna i såtorven (fi. kylvöturve) att inducera kvävefixerande 
rotknölar hos buskböneplantorna. Bönan är en mycket promiskuös växt, som kan bilda 
effektiva rotknölar med många olika bakteriesläkten och –arter (Michiels m.fl. 1998, 
Bala & Giller 2001). Därför är sannolikheten stor för att hitta en effektiv stam från, i 
detta fall, såtorven. Kontaminering av de plantor med normala rotknölar kan inte heller 
uteslutas, eftersom en del bakterier isolerade från buskbönornas rotknölar uppvisade 
likadana ITS-RFLP-profiler som hos den använda positiva kontrollen R. tropici CIAT 
899. Det var dock endast en fem rotknölar per behandling som undersöktes. Å andra 
sidan vet man inte heller huruvida ITS-RFLP kan skilja åt olika Rhizobium-arter som 
nodulerar böna. 
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8 SLUTSATSER 
 
Resultaten i denna pro gradu –undersökning angående diversitet och egenskaper hos 
Stenotrophomonas-stammar som isolerats från C. calothyrsus Meisn. rotknölar 
indikerar följande: 
 
1)  Stammarna tillhör en underart eller genomovar av S. maltophilia. Av de tre 
växtassocierade Stenotrophomonas-arterna kunde man utesluta att Calliandra-
isolaten tillhörde S. rhizophila eller S. pavanii. Likheterna i Calliandra-isolatens 
och typstammens S. maltophilia DSM 50170 fysikaliska och biokemiska 
egenskaper samt uppkomsten av smeD-PCR-produkt tydde däremot på att 
stammarna är närbesläktade med S. maltophilia. På basen av stora genetiska 
skillnader i AFLP-analysen och uppkomsten av olika ITS-RFLP-profiler, kan 
man anta att det är frågan om underarter eller genomovarer av den heterogena S. 
maltophilia. 
2)  Stammarna har samma geografiska ursprung. Stenotrophomonas-
stammarnas genetiska diversitet var liten och ingen gruppering enligt geografiskt 
ursprung kunde konstateras. Uppkomsten av en mycket homogen grupp tyder på 
att stammarna inte härstammar från sex olika länder på två skilda kontinenter, 
utan från samma källa, i detta fall troligen från Senegal där ”trapping-
experimenten” utfördes. 
3) Stammarnas fas inverkar eventuellt på de metaboliska egenskaperna. Det 
uppkom skillnader i förmågan att utnyttja olika kolkällor mellan de två faserna 
hos enskilda Stenotrophomonas-stammar. Trots detta uppkom inget tydligt 
mönster eller samband mellan stammarnas fas (röd/orange) och förmåga att 
använda en viss kolkälla. Eftersom de avvikande resultaten mellan faserna för de 
olika stammarna dessutom uppkom för olika sockerarter, kan man inte med 
säkerhet säga om skillnaderna berodde på fasvariation. 
4) Stammarna får till stånd reaktioner hos Calliandras rothår. De uppkomna 
rothårsstrukturerna hos värdväxten Calliandras rötter är möjligen förknippade 
med rotknölsbildning eller endofytisk kolonisering av rötter och/eller rotknölar. 
Stenotrophomonas-stammarna ökade även antalet rothår hos rötterna. 
5)  Stammarna har tillväxtfrämjande egenskaper på växter och kan aktivera 
rhizobiers rotknölsbildning. Stenotrophomonas-stammarna ökade tillväxten 
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hos G. orientalis och resultaten med både G. orientalis och P. vulgaris tyder 
även på att stammarna har förmåga att fungera som ”hjälpbakterier”, som 
effektiverar rhizobie-baljväxt-symbiosen. Stammarnas produktion av IAA var 
troligen en delorsak till de uppkomna positiva effekterna. 
 
För att kunna dra några specifika slutsatser angående Stenotrophomonas-stammarnas 
förmåga att kolonisera rothår och rotknölar hos värdväxten Calliandra krävs mera 
forskning. Märkning av de antibiotikaresistenta Stenotrophomonas-bakterierna med 
markörgener kunde utan tvivel ha besvarat många frågor kring stammarnas förhållande 
med värdväxten.  
Stammarna visade sig ha tillväxtfrämjande effekter på baljväxterna G. orientalis 
och P. vulgaris, men däremot förblev Stenotrophomonas-stammarnas inverkan på 
Calliandras tillväxt och kväveinnehåll i detta arbete oundersökt på grund av 
Calliandra-frön som hade mist sin grobarhet. Stammarnas effekt på deras ursprungliga 
värdväxt kunde ge mer och intressant information om de tillväxtfrämjande effekterna av 
ympning med Stenotrophomonas-bakterier med tanke på en möjlig, framtida 
användning av stammarna som tillväxtfrämjande PGP-ymper.  
För slutgiltig artbestämning av Stenotrophomonas-stammarna isolerade från 
Calliandra krävs ytterligare undersökning och s.k. ”multilocus sequencing typing” av 
flera hushållningsgener. 
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BILAGA 1: MEDIER 
 
 
Jästextrakt mannitol agar (YEM, yeast extract mannitol) 
 
K2HPO4  3 H2O   0,65 g 
MgSO4  7 H2O   0,2 g 
Mannitol    10 g 
Jästextrakt    3 g 
Agar     15 g 
H2O     1000 ml 
Efter autoklavering tillsätts 10 ml av en 1:400 vattenlösning av kongorött. 
 
 
Trypton jästextrakt agar (TY, tryptone yeast extract) 
 
Trypton    5 g 
Jästextrakt    3 g 
Agar     15 g 
H2O     1000 ml 
Efter autoklavering tillsätts 6,8 ml 1M CaCl2. 
 
 
Luria Bertani –agar (LB) 
 
Trypton 10 g 
Jästextrakt 5 g 
NaCl 5 g 
Agar 15 g 
H2O     1000 ml 
Höj till pH 7 med NaOH.     
 
 
Modifierat DSMZ Medium 65 
 
Jästextakt    4 g 
Maltextrakt    10 g 
Karboxymetylcellulosa (CMC) 5 g 
Agar      12 g 
H2O     1000 g 
Justera pH till 7,2. 
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Proteasagar 
 
K2HPO4  3 H2O   0,65 g 
MgSO4  7 H2O   0,2 g 
Mannitol    10 g 
Jästextrakt    3 g 
Mjölkpulver    50 g 
Agar     15 g 
H2O     1000 ml 
Autoklaveras separat: 
- 500 ml vatten och mjölkpulver: 110 °C 15 min 
- 500 ml vatten och resten av ingredienserna: 121 °C 15 min 
Dessa blandas efter autoklavering. 
 
 
Modifierad Sierras lipolysagar 
 
Pepton     10 g 
NaCl     5 g 
CaCl2     0,1 g 
Köttextrakt    3 g 
Fe-sitrat    0,2 g 
Agar     15 g 
H2O     1000 ml 
Victoria Blue –lösning: 0,1 g/150 ml vatten, filtersteriliseras. 
Efter autoklavering tillsätts 10 ml Tween 80 och 50 ml Victoria Blue –lösning. 
Justera pH till 7,4.  
 
 
Chrome azurol S (CAS) –agar 
 
Skölj allt glasmaterial med HCl före användning. 
 
Lösning 1. Fe-CAS-indikatorlösning 
 
a. Blanda 10 ml av 1mM FeCl3  6 H2O (lösts upp i 10 mM HCl) i 50 ml av 
Chrome Azurol S –lösning (1,21 mg/ml). 
b. Den resulterande mörklila blandningen hälls långsamt i 40 ml HDTMA-lösning 
(1,82/ml) med konstant blandning. 
c. Autoklavera och kyl ner till 50 °C. 
 
Lösning 2. Buffertlösning 
 
a. Lös upp 30,4 g PIPES i 750 ml av en saltlösning innehållande 0,3 g K2HPO4, 
0,5 g NaCl och 1,0 g NH4Cl.  
b. Justera pH till 6,8 med 50 % KOH och tillsätt vatten tills volumen blir 800 ml. 
c. Tillsätt 15 g agar. 
d. Autoklavera och kyl ner till 50 °C. 
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Lösning 3. 
 
Tillsätt i 70 ml vatten: 
- 2,0 g glukos 
- 2,0 g mannitol 
- 493 mg MgSO4  7 H2O 
- 11 mg CaCl2 
- 1,17 mg MnSO4  H2O 
- 1,4 mg H3BO3 
- 0,04 mg CuSO4  5 H2O 
- 1,2 mg ZnSO4  7 H2O 
- 1,0 mg Na2MoO4  2 H2O 
Autoklavera och kyl ner till 50 °C. 
 
Lösning 4. Casaminosyra  
 
30 ml av filtersteriliserad 10 % (w/v) casaminosyralösning. 
 
Blanda lösningarna 2, 3 och 4. Lösning 1 tillsätts sist med försiktig omrörning utan att 
forma bubblor. 
 
 
Tween 80 -buffert 
 
K2HPO4  3H2O 3,67 g 
KH2PO4 4,62 g 
Tween 80 1 ml 
H2O 1000 ml 
 
 
Pikovskaya agar med bromofenolblått 
 
Glukos     10 g 
(NH4)2SO4    0,5 g 
MgSO4  7 H2O   0,1 g 
Jästextrakt    0,5 g 
KCl     0,2 g 
NaCl     0,2 g 
FeSO4  7 H2O    0,002 g 
MnSO4  7 H2O   0,002 g 
Ca3(PO4)2    5 g 
Bromofenomblått   0,025 g 
Agar     15 g 
H2O      1000 ml 
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Modifierad DEF 8 
 
KH2PO4    0,3 g 
Na2HPO4    0,3 g 
MgSO4  7 H2O   0,21 g 
CaCl2     0,11 g 
Na-glutamat    1 g 
Glukos     1 g 
Vitaminlösning   1 ml 
Spårämneslösning   1 ml 
Agar     15 g  
H2O     1000 ml 
 
Vitaminlösning 
Nikotinsyra 20 mg 
Tiamin, HCl 20 mg 
D-biotin 20 mg 
Ca-(D)-pantotenat 20 mg 
H2O 200 ml 
 
Spårämneslösning 
FeSO4  7 H2O 700 mg 
ZnSO4  7 H2O 32 mg 
CuSO4  5 H2O 16 mg 
H3BO4 100 mg 
MnSO4  H2O 61 mg 
Na2MoO  2 H2O 100 mg 
CoCl2  6 H2O 100 mg 
H2O 100 mg 
Efter autoklavering tillsätts glukos, MgSO4  7 H2O, CaCl2 och vitamin- och 
spårämneslösning. 
 
 
Modifierat Brown and Dilworth (BD) minimalt medium 
 
KNO3     0,7 g 
MgSO4 7 H2O   0,25 g 
NaCl     0,2 g 
KH2PO4    0,36 g 
K2HPO4  3 H2O   1,8 g 
FeCl3  6 H2O    8,25 mg 
EDTA     0,15 mg 
Glukos     2 g 
Agar     13 g 
H2O     1000 ml 
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Modifierat Dworkin och Foster (DF) minimalt medium   
 
KH2PO4    4,0 g 
Na2HPO4    6,0 g 
MgSO4  7 H2O   0,2 g 
Glukos     2,0 g 
D-natriumglukonat   2,0 g 
Citronsyra    2,0 g 
(NH4)2SO4    2,0 g 
DEF 8 –vitaminlösning  1 ml 
DEF 8 –spårämneslösning  1 ml 
Agar     15 g 
H2O     1000 ml 
Efter autoklavering tillsätts glukos, MgSO4, spårämnes- och vitaminlösning. 
 
 
Modifierat M9 minimalt medium 
 
Na2HPO4 5,8 g 
KH2PO4 3 g 
NaCl 0,5 g 
NH4Cl 1 g 
Agar  15 g 
H2O  1000 ml 
 
Efter autoklavering tillsätts filtersteriliserade: 
 
1M MgSO4 2 ml 
1M CaCl2 0,1 ml 
20 % glukoslösning 20 ml 
DEF 8 –vitaminlösning 1 ml 
DEF 8 –spårämneslösning 1 ml 
 
 
5x Kvävefritt Jensen medium 
 
CaHPO4  2 H2O 1,3 g 
K2HPO4  3 H2O 0,26 g 
MgSO4  7 H2O 0,2 g 
NaCl 0,2 g 
FeCl3  6 H2O 0,17 g 
H2O 1000 ml 
Gibson‟s spårämneslösning 1 ml/1000 ml 
 
Lös först upp FeCl3 i hett vatten. 
pH cirka 6,5. 
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Gibson’s spårämnselösning 
 
H3BO3 0,2815 g 
MnCl2  4 H2O 0,1801 g 
ZnCl2 0,0143 g 
Na2MoO4 0,0107 g 
CuSO4  5 H2O 0,0079 g 
H2O 100 ml 
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BILAGA 2: REAGENSER 
 
Oxidasreagens 
 
N,N-dimetyl-1,4-fenylen-diaminhydroklorid  0,25 g 
Vatten       50 ml 
Tillverkas kort före användning. Hållbarhet cirka en vecka i +4°C. 
 
 
Katalasreagens 
 
3 % väteperoxid, H2O2. 
 
 
TAE-buffert 
 
Tris base 242 g 
Ättiksyra (stark) 57,1 ml 
0,5 M EDTA, pH 8,0 100 ml 
Späds ut med vatten till volymen 1000 ml. 
 
 
Utspädd pGEM DNA Markers 
 
pGEM DNA Markers (1 μg/1 μl) (Promega, USA)  10 μl 
Sterilt H2O     150 μl 
2x Blue/Orange Loading Dye (Promega, USA)  160 μl  
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BILAGA 3: PCR-PROGRAM 
 
16S-rRNA-genen, ITS, nodA (DyNAzyme™ II -polymeras, PTC-200 Peltier Thermal 
Cycler) 
 
1 = 94,0°; 1:35 min 
2 = 94,0°; 0:35 min 
3 = 52,0°; 1:00 min 
4 = 72,0°; 2:00 min 
5 = Stegen 2-4 upprepas 34 gånger.    
6 = 72,0°; 10:00 min 
7 = 4,0° 
 
 
nodC (Phusion
®
 -polymeras, PTC-200 Peltier Thermal Cycler) 
 
1 = 98,0°; 0:30 min 
2 = 98,0°; 0:15 min 
3 = 55,0°; 0:30 min 
4 = 72,0°; 0:30 min 
5 = Stegen 2-4 upprepas 34 gånger.    
6 = 72,0°; 5:00 min 
7 = 4,0° 
  
 
nifH (både primrarna nifH-I, nifH-F och Zehr-nifHf, Zehr-nifHr; Phusion
® 
-polymeras, 
Mastercycler gradient) 
 
1 = 98,0°; 0:30 min 
2 = 98,0°; 0:15 min 
3 = 57,0°; 0:30 min 
4 = 72,0°; 0:30 min 
5 = Stegen 2-4 upprepas 34 gånger.    
6 = 72,0°; 5:00 min 
7 = 4,0° 
  
 
nifD (DyNAzyme™ II -polymeras, Mastercycler gradient) 
 
1 = 96,0°; 3:00 min 
2 = 94,0°; 0:01 min 
3 = 55,0°; 0:10 min 
4 = 72,0°; 0:15 min 
5 = Stegen 2-4 upprepas 34 gånger.    
6 = 72,0°; 1:00 min 
7 = 4,0° 
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smeD (DyNAzyme™ II -polymeras, PTC-200 Peltier Thermal Cycler) 
 
1 = 94,0°; 1:30 min 
2 = 94,0°; 0:30 min 
3 = 58,0°; 0:60 min 
4 = 72,0°; 1:30 min 
5 = Stegen 2-4 upprepas 34 gånger.    
6 = 72,0°; 10:00 min 
7 = 4,0° 
 
 
AFLP-PCR (DyNAzyme™ II -polymeras, PTC-200 Peltier Thermal Cycler) 
 
1 = 50,0°; 0:05 min 
2 = 60,0°; 0:05 min 
3 = 70,0°; 2:00 min 
4 = 95,0°; 1:35 min 
5 = 94,0°; 0:30 min 
6 = 59,5°; 0:30 min 
7 = 72,0°; 1:30 min 
8 = Stegen 5-7 upprepas 29 gånger.    
9 = 72,0°; 1:30 min 
10 = 4,0° 
 
 
 
 
 
 
